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OZET

Mide kanseri yluksek mortalite ve morbidite ile seyreden bir kanser tlridur.
Patologenezinde ¢evresel ve genetik faktérler onemli rol oynamaktadir. Bu amacla
yapilan analizlerden “kansere yatkinlik’’ aday1 genler tespit edilmekte, polimorfizm
calismalar1 ile gen varyantlarmin kansere patogenezindeki Onemi arastirilmaktadir.
(Caligsmalarda hiicre cogalmasi, farklilasmasi ve apoptotik siireclere ait genler, metabolik
enzimler, DNA onariminda yer alan proteinler ve inflamatuvar siireclerde gorev yapan
mediatorlerdeki genetik varyasyonlarin hastalik yatkinliginda ve prognozunda 6nemli rol
oynadig1 tespit edilmistir. Bu g¢alismada, apoptotik siirecte rol oynayan TRAIL ve
reseptori TRAIL-DR4 gen varyantlar: ile hastaligin klinik karakteristikleri ve hastalik
yatkinlig1 arasindaki iliski incelenmistir. Calismamizda TRAIL 1595C/T ve TRAIL-DR4
C626G genotip frekanslar1 incelenmis olup, ‘’mide kanserli olgular’’ ile kontrol grubu
arasinda anlaml fark saptanmamistir (p>0,256, p>0,189). Hasta grubunda CC genotip
frekansi siklig1 (%60), en yiiksek olarak bulunmustur. TRAIL-DR4 C626G GG ve GC
“genotip frekans siklig1”” (%40) esit olarak saptanmistir. Genotip frekanslar1 arasinda
Klinik parametreler (timor evresi, lenf nodu tutulumu, uzak metastaz, perinéral invazyon)
acisindan fark gézlenmemistir (p>0,05). Hasta-kontrol gruplari serum TRAIL diizeyleri
arasinda fark bulunmamustir (p>0,33). Literatiirde ¢alisma sonuglar1 arasinda farkliliklar

mevcuttur. Daha genis hasta grubunda yapilacak ¢alismalara ihtiyag vardir.

“Anahtar Kelimeler”: “Mide Kanseri, TRAIL, TRAIL-DR4, Gen Varyant1”

Bu calisma, “Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi” tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2017-25435



ABSTRACT

Gastric cancer is a type of cancer with high mortality and morbidity. Environmental and
genetic factors play an important role in its pathogenesis. For this purpose, genes that are
candidates for "cancer susceptibility™ are determined, and the importance of gene variants
in cancer susceptibility is investigated by polymorphism studies. In studies, it has been
determined that genes belonging to cell proliferation, differentiation and apoptotic
processes, metabolic enzymes, proteins involved in DNA repair, and genetic variations
in mediators involved in inflammatory processes play an important role in disease
susceptibility and prognosis. In this study, the relationship between TRAIL and its
receptor TRAIL-DR4 gene variants, which play a role in the apoptotic process, and the
clinical characteristics of the disease and disease susceptibility were investigated. In our
study, TRAIL 1595C / T and TRAIL-DR4 C626G genotype frequencies were examined,
and no significant difference was found between "gastric cancer cases" and the control
group (p> 0.256, p> 0.189). The frequency of CC genotype frequency (60%) was found
to be the highest in the patient group. TRAIL-DR4 C626G GG and GC "genotype
frequency frequency" (40%) were determined to be equal. There was no difference
between genotype frequencies in terms of clinical parameters (tumor stage, lymph node
involvement, distant metastasis, perineural invasion) (p> 0.05). No difference was found
between serum TRAIL levels of patient and control groups (p> 0.33). There are
differences in the results of the studies in the literature. Studies on a larger patient group

is needed.
“Key words”: “Gastric cancer, TRAIL, TRAIL-DR4, Gene Variant”

The present work was supported by the “Research Fund of Istanbul University”. Project
No. TDK-2017-25435



1. GIRIS VE AMAC

Mide kanseri, yilda yaklagik 900.000 kisinin tan1 aldigi, diinyada 3. en sik gorilen
kanser tiirtidiir. Mide kanseri genetik ve cevresel etkenlerin vasitasiyla ortaya ¢ikabilen
bir kanser tiradir. Mide kanseri ge¢ klinik bulgu veren, morfolojik ve genetik olarak
heterojen bir kanser tiiriidiir. Etyolojisinde sigara tiiketimi, yas, H. pylori enfeksiyonu,
obezite, karbonhidrat ve yagdan zengin beslenme, yliksek tuz ve nitrath gida tlketimi gibi
cevresel faktorler yer alir. Mide kanseri olusumunda rol alan genetik faktorler olarak ise;
gen kopya sayist degisiklikleri, gen mutasyonlari, yapisal varyantlar, epigenetik
degisimler, mRNA ve kodlama yapmayan RNA’larin transkripsiyon farkliliklari
saptanmistir. Yeni nesil sekanslama (NGS) c¢alismalar1 ile mide kanserlerinin %15-
20’sinde mikrosatellit instabilite varligi gosterilmistir. Mide kanseri molekiiler
karakteristiginin ortaya konmasi ve sireclere 6zgil biyomarkerlarin gelistirilmesi, ylksek
riskli hastalarin belirlenmesi, erken evrede tani, en uygun tedavi se¢imi ve tedavi
yanitinin izlenmesi asamalarinda klinik yarar saglayacaktir. Giiniimiizde global gen
expresyon profillemesine olanak saglayan microarray teknolojisi, NGS gibi metodlarin
gelismesi ile kanser olusumunda rol oynayan genetik degisimleri saptamaya yonelik

caligmalar siirmektedir (1,2).

Yapilan ¢calismalarda; mide mukozas1 koruyucu genleri, metabolik enzim genleri,
immiin yanit iligkili genler, DNA tamir genleri ve tiimdr supressor genlerdeki yapisal
degisikliklerin “mide kanseri’” patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir. Gen
varyantlarinin kanser etyolojisinde yer alan ¢evresel faktorlerle etkilesimini diizenleyen
biyolojik siireclere ait molekiiler mekanizmalarin mide kanserine yatkinlik temelinde
aragtirtlmasi oldukca onemlidir. “Genetik polimorfizmlerin’> mide kanseri gelisimine
etkisini inceleyen arastirmalar, mide kanseri gelisimi riski tagiyan bireylerde erken tani
ve tedavi seceneklerinin gelistirilmesi ¢caligmalarina kaynak teskil edebilir. Bu konudaki
bilimsel veriler heterojen olmasinin temel nedenlerinden birinin gesitli kanser tiplerindeki

etyolojik ve toplumlar arasi farkliliklar oldugu ileri siiriilmektedir (3).
“TNF-iligkili apoptoz indukleyici ligand’’ (TRAIL)/APOL2)’’, 32,5 kDa agirliginda, 281

aminoasit dizisinden olusan TNF-alfa superailesinden, tip 2 transmembran

glikoproteindir. Mide kanseri olusumunda rol alan molekiiler yolaklarda TRAIL-TNF



iliskisi apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL/APOL2), TNF-alfa siper ailesinden tip
transmembran glikoprotein olup DR4 ve DRS5 reseptorler araciligiyla apoptotik etki
gosterdigi bilinmektedir. Apoptozun extrinsik yolu “TRAIL ligandr’” ile induiklenen 6lim
reseptorleri araciligi ile gergeklesir. TRAIL sinyal yolaginda yer alan molekiillerin
yapisal degisim ve fonksiyonlarinin degerlendirilmesi, sinyal iletim mekanizmasinin ve
iligkili  oldugu diizenleyici yolaklarin aydinlatilmasi; tedavi protokollerinin

gelistirilmesine katki saglayacaktir (4).

Literatirde pek ¢ok kanserde TRAIL ve iliskili oldugu reseptorlerin genetik
varyantlarinin hastalik riski ve prognozu ile iliskili oldugu bildirilmistir. Mide kanserinde
TRAIL ve ilgili yolaklarin gen polimorfizmleri ve kanda TRAIL diizeylerinin birarada

arastirildig1 ¢caligma bulunmamaktadir (5).

Yapilan c¢alismalarda “TRAIL ve reseptorii TRAIL-DR4’’ gen varyantlari meme,

kolorektal, mesane, larinks, “akciger kanseri’’ ile iligkili bulunmustur (6,7,8).

Calismanin amaci, mide kanserli olgularda klinik bulgular, histopatolojik degiskenler
ve hastalik prognozu ile TRAIL ve reseptorii TRAIL-DR4 genotipleri ve serum TRAIL

diizeyleri arasindaki olasi iligkinin incelenmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

Mide kanseri siklikla Giiney Amerika ve Asya’da goriilmekle birlikte global
olarak kansere bagli 6liim nedenleri arasinda 5. sirada yer almaktadir. Yillik yaklasik
olarak 1.000.000 yeni vaka saptanmakta ve 738.000 mide kanseri kaynakli 61im meydana
gelmektedir. Son yillarda “mide kanseri insidans1’’ ve mortalite oranlarinda kademeli bir
azalma saptanmasia ragmen popiilasyondaki yaslanma ile birlikte goriilen yeni vaka

sayisinda artig olmustur (9).

2.1. MiDE KANSERiI ETYOPATOGENEZI

Mide kanseri etyopatogenezinde cevresel, mikrobiyal ve genetik faktorler rol

oynamaktadir.
2.1.1. Cevresel ve Mikrobiyal Faktorler

2.1.1.1. Beslenme ve Diyet Ozellikleri

Geleneksel diyete gore yiiksek tuz tiikketimi (salamura besinler, tuzlanmis balik
gibi) diyete bagl atrofik gastrit nedenlerinin basinda yer alir. Diisiik lif igerikli diyet,
azalmig sebze ve meyve (diisiik C vitamini) tiikketimi, nitrat iceren salam, pastirma gibi
gidalar de risk faktorlerindedir. Son ¢aligmalara gore demir eksikliginin mide kanseri igin
risk faktorii oldugu gosterilmistir. Demir azhi§i, H. pylori viriilansini ¢ogaltarak kanser

gelisimini hizlandirdig1 saptanmigtir (10).

2.1.1.2. “Helicobakter Pylori (H. Pylori) Enfeksiyonu”’

H. pylori enfeksiyonu en belirgin cevresel faktdr olup, Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan sinif 1 karsinojen olarak taninmaktadir. H. Pylori viriilans faktorii
sitotoksin iligkili gen A (CagA) ‘dir ve patojenite kaynagi bakteriyel cag mide epitel
hlcrelerinde mikrobiyal kolonizasyonu saglar. Transgenik fare ¢alismalarinda sistemik
CagA expresyonunun mide epitelinde hiperplazi, gastrik polip olusumuna, mide ve
intestinal adenokarsinomarma neden oldugu gdosterilmistir. CagA genetik varyantlar
insanlarda kronik gastrit zemininde kanser nedenidir. CagA mide epitel hiicrelerinde Src

kinazlarca fosforilasyona ugrayarak SHP-2’yi (Src homology 2- containing tirozin kinaz)



aktive eder. SHP-2 aktivasyonu da htcre bilylimesi, migrasyonu ve adezyonu sureglerinin
onemli sinyal yolaklarindan Ras-ERK yolunu aktifler. Apoptozu inhibe eder, hicre
proliferasyonunu arttirir (11). CagA ayrica, hiicreler arasi siki baglantilar1 bozarak apikal
bazolateral hiicre polaritesini degistirerek mide mukozal organizasyonunu bozar. E-
cadherin ile etkileserek, molekiiliin beta- katenin ile baglanmasini bozar, beta-katenin
nukleusta birikerek beta-katenin bagiml transkripsiyon yolaklarini aktive eder. H. pylori
ayrica reaktif oksijen yapimini aktifler, bireyin “antioksidan savunma mekanizmalarini’

baskilar ve oksidatif DNA hasarina yol agar (12,13).

2.1.1.3. Sigara

Sigara kullaniminin vaka kontrol ve kohort ¢alismalarda mide kanseri riskini 1,5-2,5 kat
arttirdigl gosterilmistir. Kullanim sikligi ve stiresi ile risk artmaktadir. Sigaradaki

nitrozamin ve diger nitréz bilesenlerin mutajenik etkileri vardir (14).

2.1.1.4. Ebstein-Barr Virls (EBV)

“EBV enfeksiyonu’’ %5-10 mide kanseri olgusunda saptanmis olup, erkeklerdeki
kardiya tumorlerinde gérilmektedir. EBV nedenli mide kanserlerinin major molekler
ozelligi; kanser iliskili genlerin CpG adalar1 promoter bolgelerinde metilasyon varligidir.
EBV viral latent membran proteini 2A (LMP2A); STAT3 fosforilasyonunu takiben
gerceklesen DNA metiltransferaz (DNMT]1) transkripsiyonunun indiiklenmesi yoluyla
olusan DNA metilasyonundan sorumludur. EBV ayrica, apoptoz regiilasyonunda rol
oynayan ¢ok sayida miRNA’y1 kodlar. Bu miRNA’lar; p-53 ile upregile olan apoptoz
modiilatériic (PUMA), DICER1 ve BIM gibi hiicresel proteinlerin expresyonlariin

downregiile edilmesinde gorev alirlar (15).

2.1.1.5. Radyasyon Maruziyeti

Farkl1 tip kanserlerin (Testis ca, Hodgkin lenfoma gibi) tedavisi icin radyoterapi
alanlar mide kanseri gelisimi i¢in risk altindadir.
2.1.1.6. Cerrahi girisimler

Subtotal gastrektomi, gastroenterostomi, Billroth operasyonlar1 gegirenlerde

hipoklorhidri ve sekonder hipergastrinemi nedeniyle gelisen mide mukozas1 erezyonu



ve atrofisi ile inflamatuvar degisiklikler nedeniyle normal popiilasyona gore daha fazla

mide kanseri gorulir (15).
2.1.2. Genetik Faktorler

2.1.2.1. immiin Sistem fliskili Varyasyonlar

Ilk tespit edilen birey kaynakli genetik faktdr proinflamatuvar Interlokin 1-beta
geni polimorfizmleri olmustur. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada; “Interlokin 1-beta
(IL-1B)*’, “Interlokin 1 Reseptdr Antagonist (IL-1RN)’’, Tiimér nekroz faktor-alfa
(TNF-«) gibi immun sistemle iliskili genlerin ’tek niikleotid polimorfizmlerinin®’ (SNP)
H. pylori ile enfekte kisilerde mide kanseri gelismesinde risk faktorii olduklar:
gosterilmistir. Bu bulgular; “H. pylori enfeksiyonunu’’ takiben mide kanseri gelisiminde

konak immiinitesinin kritik rol oynadigini vurgulamaktadir (16).

2.1.2.2. Kahtimsal Sendromlar

Kalitimsal mide kanseri sendromlar1 tim olgularin %1-3’t kadardir. Ailesel
diffuz tip, adenokarsinom/ mide proksimali polipleri zemininden gelisenler ile ailesel
intestinal mide kanserleri olmak iizere 3 tiptir. “Herediter diffiiz tip kanser’> (HDGC)
gelisiminde E-kaderin (CDH1) germline mutasyonlar1 rol oynar. CDH1 yaninda yeni
tanimlanan HDGC aday genleri CTNNA1, BRCA2 ve STK11’dir (17).

Mide kanseri ayrica; Lynch sendromu, “herediter nonpolipozis kolorektal kanser

sendromu’’, “ailesel adenomat6z polipozis’’ ve “Li-Fraumeni sendromu’’ gibi ailesel

kanser sendromlari ile de iliskilidir (17).

2.1.3. Diger Faktorler/ Predispozan Lezyonlar

Mide kanseri gelisiminde diger risk faktorleri; “gastrik adenomlar’’, 6zofajit, pernisiy6z

anemi, ‘’benign gastrik iilserler’’, adenomat6z polip varligidir.



2.2. “MIiDE KANSERI HISTOPATOLOJIK SINIFLAMASI’’

Mide kanseri vakalarinin yaklasik %95°’1 adenokarsinom olup yapilan
epidemiyolojik ¢aligmalarda koken aldiklar1 anatomik bolgeye gore kardiya/proksimal-
nonkardiya/distal; histolojik fenotipe gore (Lauren siniflamasi) intestinal, diffiiz ve miks
tip olarak siniflandirilirlar. TNM evrelemesinden bagimsiz olarak proksimal mide kanseri
olgularinda sagkalim oranlar1 daha diisiiktiir. Distal mide kanserleri erkeklerde daha sik
goriiliir, sporadik gelisir, “H. pylori enfeksiyonu’’ ile iligkilidir ve ¢ogunlukla intestinal
tiptir. “Mide kanseri insidansiin’’ gerilemesi “H. pylori prevalans1 “ile intestinal ve
distal mide kanseri olgularinin goriilme sikligindaki azalma ile iliskilendirilmektedir.
Bununla birlikte difiiz tip mide kanseri tek tip cografi dagilim gosterirken; Asya, Dogu
Avrupa, Gliney Amerika gibi yiiksek riskli bolgelerde intestinal mide kanseri sikligi
yiiksektir. Diffliz tip kanser genglerde ve kadinlarda goriilmekte olup, yliksek metastaz,
hizli progresyon ve “kétii prognoza’’sahiptir (18).

2.3. MiDE KARSINOGENEZINDE ONCU MUTASYONLAR

Mide kanseri gelisiminde intestinal metaplazi-adenom-kanser siralamasiyla

kademeli olarak ger¢eklesen bir dizi histolojik ve molekiiler degisim rol oynamaktadir.

TP53 ve CDH1 gen mutasyonlar1 mide kanseri molekiiler patogenezindeki dncii
degisikliklerdir. “Oksidatif stres’’, “iyonize radyasyon’’ gibi nedenlere karsi meydana
gelen DNA hasariin onarilmasina izin verecek sekilde hiicre dongiisiinii durdurarak
genom biitiinliigiiniin korunmasimdan sorumlu olan timor supressor dzellikli P53 geninde
siklikla “fonksiyon kaybi mutasyonlar’’, heterozigozite kaybi, nadiren metilasyon
meydana gelmektedir. Fonksiyon kaybina yol agan “p53 mutasyonlari’ mide kanserinde
en stk meydana gelen degisikliktir. Kromozomal instabiliteye sahip olgularin %70’inde

p53 mutasyonlar1 saptanmustir (18).

Mide kanserli olgularda en sik meydana gelen 2. degisiklik bir “hiicre adezyon
molekiili’’ olan E-cadherin’i kodlayan CDHI1 genindeki mutasyonlardir. CDHI1
mutasyonlar1 diffiiz histolojik pattern ile iliskilidir. CDH1 germline mutasyonlarina

otozomal dominant herediter diffiiz mide kanseri olgularinda sik rastlanir. TCGA



calismalarinda,mide kanserli olgularin %11’inde “CDH1 mutasyonu’’ oldugu
gosterilmistir. Ayrica genomik stabiliteye sahip mide kanserli olgularin %37’sinde de

CDH1 mutasyonu saptanmustir (19).

“Yeni jenerasyon sekanslama c¢aligmalar1’” bu sik rastlanan iki mutasyonun mide
kanseri patogenezindeki rollinl ortaya koymakla birlikte, hentiz bu mutasyonlara sahip

bireylere 6zgii bir tedavi rejimi mevcut degildir (20).

2.4. MIDE KARSINOGENEZINDE ROL OYNAYAN DIGER MOLEKULER
DEGISIKLIKLER

1992°de Correa tarafindan Onerilen “gok basamakli mide karsinomu modelinde’’,
intestinal tip mide karsinomu gelisim surecinin asamali histolojik degisikliklerle basladig:
gosterilmistir. Bu asamalar sirastyla, kronik gastrit- atrofi-intestinal metaplazi ve son
olarak mide kanseri ile sonuglanan displazidir. Mide karsinomu modelinde histolojik
degisimlerin yanisira molekuler anormallikler de yer almaktadir. Baslangi¢ asamalarinda
“genomik instabilite’’, “telomeraz inaktivasyonu’’, TP53 kaybi/mutasyonu, “timor

supressOr genlerin inaktivasyonu’’ ve “CpG adaciklarinda metilasyon’” meydana gelir

(21).

“Intestinal metaplazi’>, TERT aktivasyonu, “retinoik asit reseptdr-3 (RARB)
ekspresyonu’’ kaybi, TP53 overexpresyonu ve anormal diizeyde CD44 transkriptleri
varhigr ile karakterizedir. Mide adenomlarinda saglikli dokuya oranla CDKNI1B
expresyonu azalmistir, CCNE1 overexprese edilir, APC geninde mutasyon varligi izlenir.
Ileri evre mide kanserinde ise TGF-/ expresyonunda azalma, p27 fonksiyon kayb1 ve
“tirozin kinaz reseptor gen mutasyonlar1”’ (EGFR, ERBB2, ERBB3), VEGFA, PIK3CA
ve “KRAS/NRAS amplifikasyonlar’’ ve “kromatin remodelling’> (ARID1A, MLL3,
MLL) gen mutasyonlar1 gibi degisiklikler meydana gelmektedir (22) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Mide Kanseri Gelisiminde Rol Oynayan Molekuler Mekanizmalar (22)

Diffiiz tip adenokarsinom H. pylori enfeksiyonu ile iligkili degildir ve intestinal
tip hiicrelerden daha fazla sayida bulunan koétii diferansiye hiicreli mide mukozasindan
kokenlendigi diisliniilmektedir. Temel degisiklik olarak “mikrosatellit instabilite’’,
CDH1 mutasyon veya delesyonlari sonucu e-katherin fonksiyon kaybi, “MDM?2
amplifikasyonu’’ ve MET, RHOA, FGFR2F mutasyonlari izlenir (22,23).

Giliniimiizde, Correa modelinde goriilen genetik ve epigenetik degisimlerin
sekansiyel olup olmadiklari, bazi histolojik degisikliklerin direkt olarak mide kanseri
nedeni olup olmadigi net degildir (24). Bununla birlikte, yapilan ¢aligmalarda mide

karsinogenezi ile iliskili yeni genetik degisiklikler kesfedilmeye devam etmektedir.

Mide karsinogenezinde rol oynadigi gosterilen molekiiler anormallikler;
mikrosatellit instabilite, “onkogenik aktivasyon’’, tumor supressor genlerde inaktivasyon

ve telomer reaktivasyonudur (25,26).



2.4.1. Tumor stpressor genlerin inaktivasyonu

TUmOr siipressor genlerin mutasyonlar veya heterozigozite kayb1 (LOH) nedenli
inaktivasyonu gastrik karsinogenezde sik rastlanan genomik anormalliklerdir. Diffiiz ve
intestinal tip mide kanserlerinde p53 ve p16 gen inaktivasyonlarina sik rastlanmaktadir.
APC geninin de siklikli intestinal tip mide kanserinde inaktive oldugu gosterilmistir.
Frajil histidin triad (FHIT) ve kolon kanserinde delesyona ugrayan gen (DCC) mide

kanseri patogenezinde siklikla degisime ugradigi gosterilmistir (27).

Mide kanserli olgularin %80’inde, histolojik alt tipten bagimsiz olmakla birlikte
siklikla metastatik mide tiimorlerinde P53 geninde LOH ve mutasyon saptandigi
bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda p53’iin erken karsinogenezde 6zellikle metaplazi-
displazi doniisiim siirecinde 6nemli rol oynadig1 ve bu degisimin diffiiz mide kanserinde

timor progresyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir (28,29).

Intestinal tip mide kanserlerinin yaklasik %60’ inda ve adenom olgularmnin
%25’inde APC tumor supressor geninde LOH ve mutasyon oldugu gosterilmistir (30, 31).
Bu degisiklikler diffliz tip karsinomlarda nadir gortlur. Bir ¢alismada, APC geni somatik
mutasyonlarinin gastrik adenom ve displazi patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir
(32). Fakat bu degisimlerin mevcut adenomlarin adenokarsinoma ilerlemesindeki etkileri
kisithdir. APC proteini beta katenine spesifik olarak baglanarak degradasyonunda goérev
alir. Intestinal tip mide kanserlerinde beta katenin mutasyonlar1 saptanmustir. Hiicre ici
diizeyi siki1 kontrol altinda olan beta katenin proteininin APC mutasyonlarina bagli olarak
hlcre icinde birikmesi sonucu LEF-1 transkripsiyon faktori ile etkileserek nukleusa
transloke olmasiyla, hiicre cogalmasi ve biiylimesi ile iligkili sinyal yolaklarmdaki

genlerin expresyonlarinda degisiklik meydana gelir (33).

Mide kanseri olgularinin yaklasik %40’inda pl6 geni promotert CpG
adaciklarinda hipermetilasyon oldugu gosterilmistir. Bu olgular MSI-H fenotipine
sahiptir. Promoterlarin anormal metilasyonu baz1 genlerin expresyonlarinin
susturulmasina neden olur. CpG adacik metilator fenotipine sahip (CIMP) mide kanseri
olgularinda siklikla p16 ve hMLH1 genlerinde metilasyon varligi gosterilmistir. Bu
fenotipe sahip timorlerin CIMP- negatif olgulardan farkli molekiiler 6zelliklere sahip
olmalar1 mide kanseri patogenezinde alternatif yolaklarin yer aldigini diisindiirmektedir.

Bu degisikliklerin normal mide mukozasinda da meydana gelmesi, bunlarin mide
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karsinogenezinin erken evredeki molekiiler izlerinden olduklarint diisiindiirmektedir

(34).

FHIT geni, 3p14.2 geninin yaygin kirilgan bolgesi olan FRA3B alanindan izole
edilmis bir “tiimor supressor gendir’’. Mide kanserli olgularin yaklasik yarisinda ekson

delesyonu nedeniyle anormal gen transkriptlerinin varligi gosterilmistir (35).

DCC tiimér supressér geni 18q kromozomunda yer alir. Iyi diferansiye mide
kanserlerinde DCC gen lokusunda siklikla LOH degisiminin oldugu saptanmistir. 52
mide kanserli olguda yapilan bir ¢alismada genin azalan ekspresyonu karaciger metastazi

ile dolayistyla kotii prognoz ile iliskili bulunmustur (36).

Trefoil faktor ailesi 1(TFF1), 21922 kromozomunda yer alan antiproliferatif ve
antiapoptotik olmak tzere dual 6zellikte bir gendir. TFF1, gastrointestinal mukozay1
zararl1 ajanlara karsi fiziksel bariyer olmasiyla koruyan mukus tabakasinin bir
stabilizoriidiir. Yapilan bir ¢alismada, mide kanserli olgularmn %44’tinde TFF1 gen

delesyonu ve/veya mutasyonu nedeniyle “expresyon kaybi’’ saptanmistir (37,38).

2.4.2. Onkogenik aktivasyon

Bu grupta yer alan genler siklikla biiytime faktorlerini ve onlarin reseptorlerini
kodlayan genlerdir. Ornegin, hepatosit biiyiime faktdriine ait bir “tirozin kinaz
reseptoriinii “kodlayan c-met protoonkogeni, diffiz ve intestinal tip mide kanserli
olgularm %50’sinde overexprese olmaktadir. Bu olgularda invazyon olasiligi daha siktir,

timor kot diferansiyedir ve “prognoz kotiidiir’” (39).

C-erB2(HER-2/neu) protoonkogeni transmembran tirozin kinaz reseptoridar.
Tiim gastrointestinal sistem malignitelerinin “4’linde c-erB2 overexpresyonu ve gen
amplifikasyonuna rastlanmaktadir (40). Mide kanseri olgularinda c-erB2

overexpresyonunun kotii prognoz ile iligkili olabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur
(41).

Mide kanserli olgularda Siklin E, c-erbB3, K-sam, Ras, c-myc gibi diger
protoonkogenlerin de amplifikasyonu ve overexpresyonu gosterilmistir (94,96). Yapilan

caligmalarda Ozellikle fibroblast buytime faktoru reseptor ailesi tyesi olan K-sam geninin
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amplifikasyon sonucu diffliz tip mide kanserli olgularda overexprese oldugu saptanmustir
(42,43,44).

Ek olarak, siklikla intestinal tip ileri evre mide kanseri olgularinda Ras
expresyonunda artis saptanmustir. Mide kanseri olgularinda saptanan diger bir onkogenik
degisim ise, hastalik evresi, invazyon ve peritoneal disseminasyon ile iliskili bulunan c-

myc geni expresyon artisidir (45).

2.4.3. Telomeraz reaktivasyonu

Telomerler kromozom uclarinda bulunan ve kromozomal biitiinliigiin
korunmasinda 6nemli rol oynayan niikleotid dizileridir (46). Normal hiicrelerde mitotik
boliinme siireglerini kontrol eder ve her boliinme dongilisiinde uzunlugu kisalir. Kok
hiicrelerde telomer uzunlugu telomeraz enzimi tarafindan korunur. Transforme
hicrelerde ise telomeraz yeniden aktive edilerek telomerler yenilenir. Bu enzimin aktive
olmasi ile kromozomlarin 3’ u¢larina TTAGGG dizisi eklenir. Bununla birlikte hiicreler
fizyolojik senesense girmez ve doniisiim kapasitesine sahip olur. Telomer kisalmasi
genetik instabiliteye neden olabilir. Mide kanseri erken evre degisikliklerinden olan
intestinal metaplazide telomer kisaligi saptanmustir (47,48). Ayrica birgcok malignitede de

telomeraz reaktivasyonu oldugu gosterilmistir (49).

2.5. MiDE KANSERI iLE iLiSKiLi TEK GEN DEGIiSIKLIiKLERi

Mide kanseri patogenezinde rol oynayan molekiiler mekanizmalarin anlagilmasi
icin yapilan ¢aligmalarda bir¢cok gen analiz edilmistir. Tanisal ve prognostik degeri olan
belirteclerin saptanmasi ve tedavide potansiyel hedef olabilecek genlerin tanimlanmasi

bu ¢aligmalarin temel amaclarindandir (50).

Hepatosit biyume faktoriini baglayan bir transmembran tirozin kinaz reseptorind
kodlayan MET geninde, diffiiz tip mide kanseri olgularinda intestinal tipe gore daha
yiiksek oranda amplifiye oldugu gosterilmis olup, timaor evresi ve klinik sonuglarla iligkili
bulunmustur. Kore’de yapilan bir ¢calismada mide kanserli olgularin %21’inde saptanan
MET geni amplifikasyonu “diisiik sagkalim oranlari’’(kotii prognoz) ile iligkili
bulunmustur (51).



12

Bir ¢aligmada; Fibroblast Biiylime Faktorii Reseptorii 2(FGFR2) nin diffiiz tip
kanserde yuksek oranda amplifiye oldugu belirlenmistir. Baska bir ¢calismada ise FGFR2
geni overexpresyonu kot prognozun bagimsiz bir belirteci olarak bulunmustur.
Fibroblast Biiytime Faktorii 4 (HST1), 1986’da yapilan bir ¢alismada mide kanseri ile
iliskilendirilen ilk onkogen olmustur. Ozellikle undiferansiye ileri evre metastatik mide

kanseri olgularindan yiiksek diizeyde amplifikasyona ugramstir (52).

Insan epidermal biiyiime faktdr reseptdrii (HER2), bilinen ligandi olmayan bir
tirozin kinaz reseptér genidir, Intestinal tip mide kanserli olgularin %27’sinde
amplifikasyonu ve asir1 expresyonu gosterilmistir. Sagkalim ile iligkisini ele alan ¢alisma
verileri heniiz yetersizdir. Son yapilan TOGA c¢alismasinda; HER2 pozitifli§inin

transtuzumab tedavisine yanit i¢in ongordiiriicii oldugu saptanmistir (53).

Iyi diferansiye intestinal tip mide kanserli olgularin %5’inde KRAS geni 12 ve
13. kodonunda mutasyon saptanmistir. Kolorektal kanserden farkli olarak; MSI’si olan

mide kanseri olgularinda KRAS mutasyonu daha sik gbzlenmektedir.

P53 hiicre dongiisii, DNA hasar1 tamiri, apoptoz siireclerinde yer alan niikleer bir
proteindir, mide kanseri olgularinda siklikla heterozigozite kaybi veya mutasyonlar
nedeniyle inaktive durumdadir. Mide kanserli olgularin %60’imnda p53 mutasyonlari

saptanmustir (53).

APC proteini; Wnt sinyal yolaginda yer alan beta-katenin, aksin ve hucre iskeleti
diizenleyicisi EP1 gibi bir¢cok yolaga ait proteinle baglanma bolgesi igerir. APC hiicre
adezyonunda, migrasyonunda, mitotik iplik¢ik olusumunda ve kromozomal
segregasyonda major rol oynar (54). APC gen mutasyonlari; mide kanserinde ikinci en
sik goriilen genetik degisimdir. Orta ve yiksek diizeyde diferansiye intestinal tip mide
kanseri olgularinin %30-40’1nda bu mutasyonun varlig1 saptanmistir. APC mutasyonlari
ayrica kanser gelisiminin Onciil lezyonlarinda, mide adenomlarinda, intestinal

metaplazide de gorilmektedir (55).

RUNX3, apoptoz, hiicre bliylimesi ve anjiogenezde rol oynayan bir transkripsiyon
faktoriidiir. Mide kanserli olgularin %50’sinde expresyonu gosterilmistir. Promoter

bolgedeki hipermetilasyon sonucu RUNX3 inaktivasyonu gerg¢eklesmektedir (55).
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2.6. MIDE KANSERI PATOGENEZi ARASTIRMALARINDA TUM GENOM
CALISMALARI

Glinlimiizde; mide kanseri gelisiminin molekiiler seviyede anlasilmasi,
histopatolojik tan1 ve prognoz ile iliskilendirilmesi amaciyla yiiksek verimli modern

molekiiler metodlarin kullanildig: bilimsel ¢alismalar yapilmaktadir.

Zang ve arkadaslari; 15 mide adenokarsinomu vakasinda yaptiklar1t exom
sekanslamasi sonucuna gore c¢ogunlugu kromatin yeniden diizenlemesi ve hiicre
adezyonunda gorev alan genler olmak (izere birgcok gende ortalama 50 mutasyon
saptamislardir. Ek olarak, iki 6nemli tiimor supressér gen olan FAT4 ve ARIDIA
genlerindeki mutasyonlar ile mide kanseri arasinda ilk defa bir iligki oldugunu tespit

etmisler (56).

Mide kanserinde yiiksek diizeyde inflamatuvar ve stromal hiicre bulunmasi
nedeniyle tiim genom expresyon profillemesi yapilmasi zordur. Kontaminant hiicrelerin
interferansini elimine etmek amaciyla Tan ve arkadaslari genis seride mide kanseri hiicre
hatlarinda gen expresyon profilleme ¢alismalar1 yapmislar ve iki major genomik alt tip
tespit etmislerdir. Bu gruplara ait hastalarin Lauren siniflamasina gore yapilan fenotipleri
ile genotipleri arasinda %64 diizeyinde uyum saptamiglardir. Calismada ayrica mide
kanseri hiicre hatlarinda yapilan genotip temelli siniflamanin tedavi cevabi igin

ongorduriicii ve prognostik degeri oldugunu gostermislerdir (57).

Mide kanserinde dokudan izole edilen RNA kullanilarak yapilan bir tiim genom
expresyon caligsmasinda; stroma iligkili genlerdeki yiiksek expresyon diizeylerinin kotii

prognoz ile iliskili oldugunu tespit edilmistir (58).

“Yiiksek c¢oziiniirlikli SNP dizileme metodu’ kullanilarak ger¢eklestirilen
genom ¢apinda kopya sayisi profilleme ¢alismalarinda; mide kanserli olgularin yaklasik
%37’sinde hedefe yonelik molekdiler tedavilerde kullanilabilecek FGFR2, HER2, EGFR,
MET gibi tirozin kinaz reseptor proteinlerinde yiiksek diizeyde amplifikasyon oldugu
gosterilmistir. Mide kanserinin molekiiler heterojenitesi nedeniyle tiimore 6zgii
molekiiler profilleme g¢aligmalarinin yapilmasi yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi

acisindan oldukg¢a 6nemlidir (59, 60).
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2.7. MiDE KANSERLERINDE MOLEKULER SINIFLANDIRMA

Mide kanseri gelisiminde genetik olarak karmasik ve heterojen mekanizmalar yer
almaktadir. Mide kanseri ile iligkili genomik degisimlerin ortaya konmasi tani, tedavi ve
prognoz siireglerine olumlu katki saglayacaktir. Bu amagla tiim genomda expresyonu ve

gen kopya sayisi degisimlerini arastiran ¢aligmalar yapilmaktadir (61,62).

Kanser Genom Atlas1 (TCGA) projesi, mide kanseri molekuler karakteristiklerini
aydinlatmay1 amaglayan, bireysel tedavi uygulamalarinin gelecekteki klinik
kullanimlarma iligkin yeni stratejilerin gelistirilmesini destekleyecek ¢alismalardan
biridir. Bu ¢alismaya; yaklasik 300 mide kanserli olgu dahil edilmistir. DNA sekanslama,
RNA sekanslama ve protein dizileme dahil olmak iizere farkli molekiiler platformlarda
yapilan analizlere gore “mide kanseri patogenezinde’ rol oynayan molekiiler
mekanizmalar yeni karakterizasyon kriterlerine gore siniflandirilmistir. Buna gore mide
kanseri kromozomal instabilite (CIN), mikrosatellit instabilite (MSI), stabil genom (GS)

ve Epstein-Barr viriis (EBV) olmak iizere 4 genomik alt tipe ayrilmistir (63,64).

2.7.1. Genomik instabilite

Genom Kkararsizlig1 olarak adlandirilan bu degisim mide kanserinin tiim histolojik alt
tiplerinde goriilebilen kanser baslangi¢ asamas1 adimlarindan biridir. Mide kanserinde 3

tip genom instabilitesi saptanmistir (65).
1- Mikrosatellit instabilite (MSI) (DNA tamir mekanizma hasar1)

2- Kromozomal instabilite (CIN) (Hiicre boliinmesi sirasinda genetik materyalin
dagilimimi kontrol eden genlerde mutasyon meydana gelmesi nedeniyle

romozomun tamami Veya bir parcasinda olusan parga kaybi veya parca eklenmesi)
3- Guanin-sitozin adaciklarinda metilasyon fenotipi (CIMP)

Genomik kararsizlik mide kanseri gelisiminde baslangic basamaklarindan olup, ayni
sekilde Smm’den daha az intramukozal mide kanserinde DNA anéploidileri; kanser
prekiirsor lezyonlarinda gen kopya sayist degisiklikleri; intestinal metaplazi, gastrik

adenom ve erken mide kanserinde ise mikrosatellit instabilite goriilmektedir (65).
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2.7.1.1. Mikrosatellit instabilite (MSI) alt tipi

Mikrosatellit instabilite, DNA yanlis eslesme tamirindeki defektler nedeniyle
meydana gelen basit tekrarli microsatellit sekanslarin varligi olarak tanimlanir. MSI;
yiiksek oranda (MSI-H), diisiik oranda (MSI-L) ve stabil (MSS) olmak (zere 3 gruba
ayrilir. MSI karsinogenezde gozlenen en erken asamalardandir ve genomik instabiliteye
yol acgar. Mide tiimdrlerinin %13-44’{inde goriiliir (66). Mide kanseri olgularinin %10-
16’sinda 6zellikle MSI-H alt tipine rastlanir. MSI, antral tiimoral lokalizasyon, intestinal
tip diferansiyasyon ve daha iyi proznoz ile iliskilidir. Bu 6zellikteki mide kanserleri TGF
reseptor 11 mutasyonuna sahip iken, p53 mutasyonu géstermezler (67). MSI-H pozitif
mide kanserleri klinik acidan farkli 6zellikler gosterdiklerinden dolay1r MSI analizleri ile
kanser alt tiplerini belirlemek oldukca 6nemlidir. MSI’nin tarama amagli tespiti, kanserin

erken tanis1 agisindan umut vadetmektedir (68).

MSI, daha sik olarak mide kanserli kadin hastalarda saptanan genomik instabilite
spektrumunun ana fenotipidir. TCGA ¢aligmalarina gére MSI alt tipi tiim mide kanseri
olgularinin %21’ini kapsar. MSI olgulari, ayn1 zamanda diger kanserlerde gozlenen hot
spot mutasyonlara ek olarak sik gozlenen PIK3CA, ERBB3, ERBB2 ve EGFR
mutasyonlar1 ile karakterizedir. Mide kanserinde gozlenen MSI’nin temel nedeni DNA
yanlis eslesme tamir geni olan MLHI1 geni promoterinde meydana gelen
hipermetilasyondur. Saptanan MSI derecesine gore timorler MSI-H ve MSI-L olmak
tizere 2 gruba ayrilir. Herhangi bir mikrosatellit lokusunda instabilite saptanmayanlar ise
mikrosatellit stabil (MSS) olarak adlandirilir.  MSI-H fenotipine intestinal tip

adenokarsinomlarda sik rastlanir ve daha iyi prognozludur (69).

MSI'nin ayrica, hiicre dongiisiinii kontrol eden (TGFBR2, EPHB2, E2F4), DNA
tamirinde gorev alan (MRE1, ATR) ve apoptoz sirecinde yer alan (BAX) genlerdeki
degisikliklerde rol oynadigi disiiniilmektedir (69).

DNA hasar onarim proteinlerinden MLH, MSH2, MSH6 ve PMS2 proteinlerinden
birinde meydana gelen inaktivasyon olmasi durumunda DNA replikasyon strecindeki
hatalar giderilemez, DNA’da normalde bulunmayan alleller meydana gelir ve MSI
fenotipi olusur. MSI ¢ok sayida geni etkileyen “cergeve kaymasi mutasyonlar’’ gibi

biiyiik ¢apli genetik degisimlere neden olur (70).

Mide kanserinde sik goriilen MSI frekansinin arastirilan gen lokusuna bagli olmakla

birlikte %15-38 oldugu bildirilmistir. Distal yerlesimli, intestinal tip kanserler, ileri yas
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ve kadm cinsiyet mikrosatellit instabilite goriilme sikligi bakimindan daha yiiksek
risklidir. Cogu mide kanseri vakasinda goriillen MSI, “MLHI geni promoteri

hipermetilasyonu’’ kaynaklidir (71).

2.7.1.2. Kromozomal instabilite (CIN) alt tipi

Mide kanserlerinin %50’si CIN smifinda degerlendirilir. CIN’lerin %71’1 TP53
mutasyonu ile birliktelik gosterir. Ayrica bu smifta ARID1A, KRAS, PIK3CA, RNF43,
ERBB2 ve APC gen mutasyonlart da gozlenir. P53 geninde expresyon artigt TP53
mutasyonu frekansi ve andploidi ile uyumludur (72). Bu bulgular, APC (%36) ve TP53
(%33) genlerinde gozlenen heterozigozite kaybi ile benzer siklikta izlenmektedir. TPS
degisimlerinin midedeki “prekanser6z lezyonlarla uyumlu olmasi’® nedeniyle, p53

fonksiyon kayb1 mide karsinogenezinin erken donem bulgusu olabilir.

Bu alt tipte rastlanan EGFR amplifikasyonuyla uyumlu olarak, epidermal blytme faktor

reseptorii (EGFR) fosforilasyonu da CIN alt tipinde sik gézlenen bir degisimdir (72,73).

CIN alt tipinde sik gozlenen diger bir 6nemli bulgu ise, anormal hiicre buylmesini
indiklenmesine yol acan tirozin kinaz reseptor ailesi (RTK) proteinlerini kodlayan
genlerin amplifikasyonudur. CIN alt tipinde goriilen diger genomik degisimler, CCNEI,
CCND1, CDKG6 gibi hiicre dongisinde yer alan genlerin expresyonlarinda
amplifikasyondur. Siklin bagimli kinaz inhibitorleri gibi terapotik ajanlar bu

anormallikleri hedef alir (74).

“Kromozomal instabilite’” (CIN), bir kromozomun tamaminda veya bir parcasinda kayip
veya duplikasyon riskinin artmis olmasi olarak tanimlanir. Bu durum onkogenik
aktivasyona veya timor supressor genlerde inaktivasyona yol acabilir. CIN dinamik bir
stre¢ olmakla birlikte, nikleer DNA igerigi gibi statik belirteclerdeki degisimlerin; DNA
sitometrik, “karsilagtirmali genom hibridizasyonu’’ (CGH) ile, “gen kopya sayisi
degisikliklerinin’’ ise “floresans in situ hibridizasyon’’(FISH) metodu ile saptanmasi

veya “heterozigozite kayb1’” (LOH) ¢alismalari ile belirlenebilir (74).

Mide kanserli olgularin %27-100’tinde DNA andploidileri saptandigini  gdsteren
calismalar mevcuttur. DNA ploidi durumu ile klinik-patolojik degiskenler (invazyon
derinligi, “lenf nodu tutulumu’’, “histolojik alt tip’’ gibi) ve sagkalim oranlar1 arasindaki

iliskiye dair tartismali sonuglar elde edilmistir (75).
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Tiim genom CGH dizileme ¢alismalarinda; gen kopya sayis1 degisikliklerinde tekrarlive
karmagik motifler saptanmis olup, histolojik alt tipler, lenf nodlar1 tutulumu, timor
yerlesimi, yas, etnisite ve sagkalim ile iligkili bulunmustur. Yapilan ¢aligmalarda, CGH
yontemi kullanilarak “mide kanseri gelisiminde rol oynayan’’ ve hastalik prognozunun
ongoriilmesinde kullanilabilecek aday genler tespit edilmeye ¢aligilmistir. CGH metodu;
DNA kopya sayisi anormalliklerinin belirlenmesinde faydali olup; dengeli yapisal
degisiklikleri, translokasyon, inversiyon, insersiyon gibi anomalileri ve kromozomal

birlesmeleri (flizyonlar) saptayamaz (76).

LOH; kromozomal kararsizlik belirteci olup, spesifik kromozom bdlgelerindeki varligi
timor supressor genlerin taninmasini kolaylastirir. Yapilan ¢alismalarda; 6q, 8p, 16q, 22q
gibi kromozom bdlgelerindeki LOH derecesinin “hastalik prognozu’’ ile iliskili oldugu

bulunmustur (76).

2.7.1.3. CpG Adaciklar1 Metilator Fenotipi

CpG-zengin bolgelerin anormal metilasyonu; kanserde bazi genlerin expresyonunun
susturulmasinda yer alan dnemli mekanizmalardan biridir. H. pylori ve EBV enfeksiyonu
gibi kronik inflamatuvar durumlarda, hastalarin normal mukozalarinda CpG adacik
metilasyonu saptanmistir. Bu durum mide kanserine ilerlemede dncu degisikliklerden biri
olarak kabul edilir (76).

Tumor supressor genlerin metillenerek inaktive edilmesi; kontrolsliz hiicre buyumesi,
damar invazyonu ve metastaza yol agar. Yapilan ¢alismalarda mide kanserli olgularin
%50’sinde birbiri ile iligkili bircok gende CpG adasi metilatér fenotipine (CIMP)
rastlanmigstir. CIMP ile klinik ve patolojik bulgular ve prognoz arasindaki iliskiyi gosteren
veriler kisithidir. Proksimal ve diffliz tip mide kanserinde daha sik goriildiigii saptanmustir
(76).

2.7.2. Stabil genom (GS) alt tipi

GS alt tipi, TCGA arastirmalarinda yer alan mide kanseri olgularinin %20’sini kapsar ve
diffiiz tip adenokarsinomla iligkilidir. Siklikla geng¢ olgularda goézlenir. Kromozomal
instabil alt tipe gore daha az siklikta TP53 mutasyonu ve diisiik diizeyde andploidi ile
birliktelik gosterir. Diffiiz tip genom stabil adenokarsinomlu hastalarin %13-37’sinde
CDH geninde, %14-25’inde RHOA geninde “mutasyon varligi izlenir’’. Hiicre

adezyonunda gorev alan proteinleri kodlayan genlerdeki bu degisimlerin mide
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karsinogenezindeki rolii olduk¢a 6nemlidir (77). “CDH1 germline mutasyonlar1’’, kotii
diferansiye fenotipe ve diisiik sagkalim oranina sahip olan herediter diffiiz tip mide
kanseri ile iliskilidir. Mutant RHOA proteininin diger hiicre igi proteinlerle olan
etkilesimi timdr biiyiimesinin tipik 6zellikleri olan morfolojik degisikliklere ve hiicre

migrasyonuna neden olur (77,78).

2.7.3. EBV-pozitif alt tip

Mide kanserli olgularin yaklasik %10’u EBV pozitiftir. Yapilan bir metanalizde EBV ile
iligkili mide kanserlerinde seyrek lenf nodu metastazi ve daha diisiik mortalite orani
oldugu Yapilan ¢alismalarda, EBV pozitif olgularda, TCGA ¢alismalarinda yer alan diger
kanserlere gore daha ylksek oranda DNA hipermetilasyonu oldugu gosterilmistir. Ayrica
tum EBV pozitif olgularda CDKN2A (tiimor supressor gen) geni promoter: hipermetile
durumdadir. Bu genomik degisimlere, JAK2, CD274, PDCDILG2, ERBB2
amplifikasyonlar1 ve PTEN, SMAD4, CDKN2A, “ARID1A delesyonlar1’’ da eslik eder
(79).

Gegmiste mide kanseri genomik degisimlerden bagimsiz bir hastalik olarak ele
alinmaktaydi. Yapilan ¢alismalar sonucunda saptanan genetik degisimlerle birlikte mide
kanseri genetik 6zelliklerine gore 4 alt gruba ayrilmistir. Genomik degisimler, kanser
etyolojisi, cinsiyet, tan1 yast ve anatomik lokalizasyon gibi klinik 6zelliklerle iligkili
bulunmustur. Kanserin farkli evrelerinde ve alt tiplerinde saptanan genetik
anormalliklerin, karsinogenez iizerindeki etki mekanizmalarinin ortaya konmasi yeni

terapotik yaklasimlarin gelistirilmesinde oldukc¢a dnemlidir (80).
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2.8. MIDE KANSERI ILE GENETIK YATKINLIK ILiSKiSi

Genetik risk faktorleri mide karsinogenezinde rol oynamaktadir. Gen polimorfizmlerinin
cevresel faktorlerin kanser gelisimindeki roliinlin diizenleyicisi olduklarin1 gdsteren
caligmalar mevcuttur. “Bireysel genetik yatkiligin’’; mukozal koruma bariyeri, “H.
pylori enfeksiyonuna immiin yanit’’, karsinojen detoksifikasyonu ve antioksidan
kapasite, DNA hasar onarimi ve hiicre ¢ogalmasi gibi eksiklikleri halinde kanser

gelisiminde predispozan siireglerde kritik rolii vardir (81).

IIk olarak 2000 yilinda El Omar ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada; IL-1B-31T
(rs1143627) ve IL-1 reseptdr antagonisti IL1RN*2/*2 genotiplerinin, kronik
hipoklorhidri ve mide kanseri gelisimi riskinde artis ile iliskili oldugunu gostermislerdir.
Bu 6nemli tespit lizerine; gen polimorfizmleri ile kanseri iligkisini arastiran caligmalar
hiz kazanmistir. Bununla birlikte; ¢alismalarin sonuglar1 arasinda uyumsuzluklar vardir.
Bu uyumsuzluklar ¢calismaya dahil edilen etnik gruplardaki gozlenen genetik farkliliklara,
metod degiskenlerindeki varyasyonlara bagl olabilir (82,83). Kii¢iik hasta gruplarinin
dahil edildigi ¢aligmalara ait sonuglarin bilimsel kanit degeri genis hasta serilerinde
dogrulanmalidir. Verilerin istatistik giiciinii ve giivenilirligini desteklemek amaciyla,
farkli calismalardan baglantili gruplar olusturularak meta-analizler yapilmalidir.

(83,84,85)

Son yillarda mide kanseri riskiyle iligkilendirilebilecek “genetik varyasyonlar1’’ ele alan
¢ok sayida c¢alisma yapilmaktadir. Ornegin; H. pylori’nin neden oldugu kronik
inflamasyon zemininde gelisen mide kanseri patogenezi basamaklarinda yer alan genetik
degisimler detayl bigimde incelenmistir (84,85). H. pylori enfeksiyonuna karsi dogal
immiinite uyarilir ve immun hiicrelerin yiizeyinde ve GIS epitel hiicrelerinin sitosoliinde
yer alan ve yabanc1 patternleri tantyan CARD15/NOD2, CARD4/NOD1, CD14 VE TLR
gibi reseptorlerin (PRR) kompleks sinyal mekanizmalarini harekete gegirerek bakteriyel
komponentlere (liposakkarid, peptidoglikan, lipoprotein, bakteriyal DNA gibi) cevap
verir. Bu genlerde meydana gelen degisimler, H. pylori cevabini etkileyerek NF-KB

yolunun anormal aktivasyonuna ve proinflamatuvar molekulleri kodlayan genlerin
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upregiilasyonuna neden olabilir. Hold ve arkadaglarinin ¢alismasinda, TLR4+894A>G
polimorfizminin “TLR4 ekstraselller domainini’’ etkileyerek nonkardiya yerlesimli mde
kanseri riskini arttirdig1 gosterilmistir. Yapilan 2 farkli meta-analiz sonuglarina gore,
TLR4+896 G alleli ile Bat1 toplumunda distal mide kanseri gelisimi riski arasinda iliskili

bulunmustur (86).

IL1B, TNF, LTA, IL6, ILIRN, IL10 ve TGFB gibi pro ve antiinflamatuvar ozellikli
mediatorleri kodlayan genlerin mide kanseri riskinde rol oynadigi diisliniilmektedir.
Genis hasta serilerinde yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda IL1B genindeki -31T>C
(rs1143627), -511C>T (rs16944), +3954C>T (rs1143634) gibi o6nemli baz yer
degisimlerinin ve IF1RN geni intron 2 de saptanan degisken sayida 86bp tandem tekrar
polimorfizmlerinin (VNTR) “mide kanseri gelisimi riskindeki rolii’” incelenmistir. Bagka
bir caligmada, IL1IRN2 ve ILIB-511T allelleri ile distal yerlesimli mide kanseri arasinda
iligki gosterilmistir. ILIRN2 alleli bulunan olgularda, asit sekresyonunu inhibe eden
potent bir proinflamatuvar sitokin olan IL-1’in serum diizeyleri yiiksek bulunmustur. Bu
olgularda kronik hipoklorhidri, korpus atrofisi ve mide kanseri riskinde artis oldugu
gosterilmistir (87,88,89).

IL-1°e benzer sekilde TNF-« ve lenfotoksin (LT) “mide mukozasinda inflamatuvar
yanit’” kontrol eden 6nemli sitokinlerdir. TNF-« mide asit sekresyonu inhibitéridar.

(26) TNFA geni promoteri -308 ve -238 pozisyonlarinda G>A niikleotid degisimleri ve
LTA geninin ilk intronunda saptanan Ncol +252 G>A rs909253 ve AspHI +318 G>C
rs746868 restriksiyon fragment wuzunluk polimorfizmleri saptanmistir. Kafkas
populasyonunda yapilan ¢alismalarda, TNFA -308 A alleli ile mide kanseri riski arasinda
iliski gosterilmistir. Cin popiilasyonunda ayni allel iizerinde yapilan baska bir ¢aligmada

da benzer iliski tespit edilmistir (89).

Asya poplilasyonunda yapilan baska bir ¢alismada, LTA rs909253 G>A polimorfizmi
saptanan H. pylori ile enfekte hastalarda mide kanseri riskinin daha yiiksek oldugu

saptanmistir (90,91).

IL-6, inflamatuvar siiregte yer alan bir sitokindir. Mide kanseri hatlarinda sentezlendigi
ve mide kanserli olgularin serum ve tiimor dokularinda yiiksek diizeyde olduklari
gosterilmistir. Buna karsilik, IL-6 geni promoter bdlgesinde saptanan 3 farkl tek
nikleotid polimorfizmleri ( -174 G>C rs1800795, -572 G>C rs1800796, -597 G>A
rs1800797) ile mide kanseri riski arasinda bir iliski gosterilememistir (92,93).
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IL-10 sitokininde gozlenen -1082 G>A, -819 C>T, - 592 C>A gen polimorfizmleri ile

mide kanseri arasinda bir iliski bulunamamaistir (93,94).

TGFB1 geninde rastlanan polimorfizmlerin TGF-1 “expresyon diizeyini etkiledigi
gosterilmistir’’. TGFB1 genine ait -509 C>T, +869 T>C ve +915 G>C SNP’leri ile mide

kanseri riski arasinda bir iliski gosterilememistir (95,96).

Sonug olarak; gen varyantlar ile kanser riski alanindaki ¢aligmalarin sonuglar1 arasinda
uyumsuzluklar mevcuttur. Olgularin kanserin 6zelliklerini temsil etme giicli, ¢alisma

gruplar1 arasindaki heterojenite gibi faktorler ¢alisma sonuglarini etkilemektedir.
2.9. MIDE KANSERI RiSKIi ILE iLiSKiLI TEK GEN POLIMORFiZMLERIi

2.9.1. immiin yamt iliskili genler

Immiin yanitta gérev alan genlerin biiyiik ¢ogunlugu interlokin genleri, HLA genleri,
TNF genleridir. Son yillarda interlokin genleri {izerine arastirmalar yapilmistir. Ornegin;
IL-1, IL-6, IL-8 ve IL-10 genlerinin bircok lokusunda saptanan polimorfizmlerin mide
kanseri riskini arttirdigi gosterilmigtir. IL-1 infeksiyona cevapta immiin yaniti
gliclendiren 6nemli bir sitokindir. Ayrica mide asit sekresyonunun etkili bir inhibitoradur
(97). 2913 kromozomunda yer alan IL-1 geni; IL-1¢, IL-14 ve IL-1RN (IL-1 reseptor
antagonistini kodlar) gen bolgelerini icermektedir. Bir vaka-kontrol ¢alismasinda IL-1RN

2R allelini tagiyanlarda kanser geligsme riski yiiksek bulunmustur (98).

IL-6 temel olarak mononiklear makrofajlarda, endotelyal hiicrelerde ve lenfoid
hiicrelerde tretilir. Mide kanseri gelisimde ve ilerlemesinde 6nemli rolii vardir. Yapilan
bir ¢aligmada, Cin popiilasyonunda IL-6- 6331 tasiyicilarinda mide kanseri riskinde artis
oldugu saptanmistir. Bir meta-analiz ¢alismasinda ise 1L-6-174 C/G veya IL-6-572 C/G

varlig1 ile mide kanseri riskinde artis arasinda iligski gosterilememistir (99,100).

IL-10; antiinflamatuvar ve timdr gelisimi engelleyici etkiye sahip bir sitokindir. Xue ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada Asya’lilarda IL-10-592 AA ve IL-10- 819 TT genotipleri

varliginin mide kanseri gelisimine kars1 koruyucu etkili oldugu gésterilmistir (100).

H. pylori ile enfekte kisilerde, IL-10- 819 C alleli ile IL-10- 592 C allelerinin mide kanseri
riskini arttirdig1 tespit edilmistir. Ayrica, IL-10 polimorfizmi ile H. pylori varliginin
sinerjistik etki gosterdigi bildirilmistir (101,102).
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TNF’ler 6zellikle anti tiimdr immiinitede gorev yapan c¢esitli biyolojik aktivitelere sahip
sitokinlerdir. Hong ve arkadaslari; Cin popiilasyonunda TNF-a- 308 G>A polimorfizmi
ile mide kanseri gelisimi arasinda iliski saptamislardir. HLA antijenleri spesifik T hiicre
reseptorleri ile etkilesen hiicre yiizey proteinleridir. Tki grup HLA antijeni vardir; HLA1
(HLA-A) ve HLA2 (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP). Ando ve arkadaslari, H. pylori ile
enfekte Japon hasta populasyonunda yaptiklari ¢alismalarinda, sinif 2 HLA ve IL-10- 592
A/C polimorfizminin mide kanseri gelisiminde sinerjistik etki gosterdigini tespit

etmislerdir (103,104,105).

2.9.2. Mide mukozasi koruyucu genleri

Mide mukozasi lizerinde koruyucu etkiye sahip major genler; miisin genleridir. Bilinen
alt tipleri; MUC1, MUC2, MUC5AC, MUC6 ve trefoil peptid ailesi genleridir. MUC1
yiiksek molekiiler agirlikli transmembran bir glikoproteindir. Bikarbonat ile birlikte
mukus — Zbikarbonat bariyerini olusturarak mide mukozasini korur. Liu ve arkadaslari
meta-analiz ¢aligmalarinda; MUC1 geni 1rs4072037 bolgesinde bulunan G allelinin mide
kanserine kars1 koruyucu oldugunu gostermislerdir (106,107,108).

Trefoil peptid ailesi, meme kanseri iliskili pS2 peptidi, trefoil faktor ailesi (TFF1),
spazmolitik polipeptid (SP) ve intestinal trefoil faktori (ITF) iceren bir gen ailesidir
(109).

Trefoil peptidlerin; mukus yapist i¢inde miisinlerle etkileserek gastrointestinal
mukozadaki koruma bariyeri kapasitesini arttirdigi, epitelyal go¢i indiikledigi, normal ve
prekanserdz lezyonlarin farklilagmasmi destekledigi ve tiimdr hiicre biiylimesini
cogalttig1 saptanmistir. Yapilan ¢calismalarda TFF2 gen polimorfizmlerinin mide kanseri

ile iligkili olmadig1 gosterilmistir (110,111).

2.9.3. Metabolik enzim genleri

Faz | metabolizma enzimlerini kodlayan P450 enzim (CYP450) sistemine ait genlerin
mide kanseri gelisimi ile iligkili olduklar1 gosterilmistir. Bu sistem; hiicre i¢i biyolojik
makromolekullere saldirarak DNA {izerinde karsinogenez ve mutagenez siireglerini
aktifleyen prokarsinojenlerin elektrofilik bilesenlere metabolize edilmesini katalizleyen
enzimleri icerir. Yapilan calismalarda 7 adet CYP geninde (CYPIA1l, CYP2C9,
CYP2C18, CYP2C19, CYP2D6 ve CYP2E1) genetik polimorfizm tespit edilmistir.
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Bunlardan; CYP1A1, CYP2E1 ve CYP2C19 mide kanseri yatkinliginda rol oynayan
major genlerdir. Glutatyon S-Transferazlar (GST’ler) faz 2 metabolik enzimlerle
iligkilidir. Bu enzimler eksojen bilesiklerin ara metabolik iiriinleri ile rediikte glutatyon
arasindaki etkilesiminde Katalizor olarak gorev yaparlar. Sonug olarak, rediikte glutatyon
konjugatlar1 daha az toksik olduklarindan viicuttan daha kolay atilirlar. Bu enzimler,

hiicrelerin kimyasal ve karsinojen etkili saldirilardan korunmasinda 6nemli rol oynar

(112,113).

2.9.4. Diger antioksidan ve detoksifikasyon enzimleri kodlayan genlerde saptanan

tek nukleotid polimorfizmleri

Cin popiilasyonunda yapilan bir meta-analiz calismasinda, CYP1A1 Ile/Val genetik
polimorfizminin sindirim sistemi kanserleri ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bagka bir
calismada, CYPIAlgeni Ile462Val polimorfizmi ile mide kanseri arasinda bir iliski
bulunamamistir. Bu nedenle, etnik farkliliklar1 gozeten genis 6rneklem boyutunda, iyi
dizayn edilmis kapsamli ¢aligmalarin yapilmasi bu iligkinin aydinlatilmasma katki

saglayacaktir (114).

Lao ve arkadaslarinin ¢alismasinda, GSTM1 null genotipinin mide kanseri gelisiminde
onemli bir genetik risk faktorii oldugu gosterilmistir. Fakat Giliney Avrupa
poplilasyonunda GST polimorfizmi ile bireysel kanser yatkinligi arasinda iliski

bulunamamustir (115).

Yapilan ¢alismalarda siklooksijenaz 2 (COX-2), 12-lipoksijenaz (LOX12) ve stiperoksid
dismutaz (SOD) genlerinde gézlenen polimorfizmlerin mide kanseri gelisiminde 6nemli

rol oynadig tespit edilmistir (116,117).

2.9.5. DNA tamir genleri

DNA hasar1 ve onarim siiregleri mide kanseri gelisiminde 6nemli rol oynar. DNA tamir
genleri DNA stabilitesinin korunmasinda olduk¢a 6nemlidir. Eger DNA hasar1 tam ve
eksiksiz onarilabilirse, vicut metabolizma stiregleri dogru sekilde islev goriir. DNA tamir
genlerindeki anormallik nedeniyle fonksiyonlar1 olumsuz etkilediginde, DNA hata tamiri
yapilamaz. Sonug olarak DNA hasari, hatali protein expresyonuna ve daha ileri donemde
tiimor gelisimine neden olur. Ana DNA tamir genleri; metilentetrahidrofolat rediiktaz
(MTHFR), X-1s1n1 hasar1 ¢apraz komplementi 1 (XRCC1) ve insan 8-oksoguanin
glikozilaz 1 homologu (HOGG1) dir (118).
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2.9.6. Deoksinukleotid sentezi genleri

MTHFR; folat ve metionin metabolizmasinda hiz kisitlayic1 enzim olarak gorev yapar.
MTHFR gen polimorfizmi metil gruplarinda bozukluga neden olarak folat
metabolizmasint etkiler ve mide kanseri gelisimini kolaylastirir. Bir meta-analiz
caligmasinda, TT genotipine neden olan MTHFR C677T polimorfizminin mide kanseri
yatkinligini arttirdigi, A1298C SNP’inin ise etkisiz oldugu saptanmistir (119).

XRCC1 genine ait polimorfizmler ile kanser iliskini arastiran caligmalar baslangi¢
asamasindadir ve hala caligmalar arasi uyumsuz sonuglar tespit edilmektedir. Yakin
zamanda, XRXCCI1 geninde 3 “polimorfik lokus’” bulunmustur. Bunlar; ekson 6’da
C26304T (Argl94Trp); ekson 9°da G27466A (Arg280His) ve ekson 10°da G28152A
(Arg399GIn)’dir (119).

Pan ve arkadaslarinin Cin popiilasyonunda yaptiklar1 calismada, XRCC1 geninde
saptanan Arg399GlIn polimorfizmi ile “non kardiya yerlesimli mide kanseri’’ gelisimi

riskinde artisg saptanmistir (120).

Han ve arkadaglarinin ¢aligmasinda, HOGG1 genine ait 3 allel (Ser326, Cys326, GIn46)
ile DNA’nin kimyasallarla indiiklenen mutagenezinde onleyici etkilere sahip olduklari

gosterilmistir (121).

2.9.7. TUmor supressor genler

P53 geni 6nemli bir tiimor supressor gendir. Malakar ve arkadaglarinin ¢alismasinda; bu
genin Arg/Arg allelinin, 6zellikle diffiiz tip olmak {izere artmis mide kanseri riski ile

iliskili oldugunu gosterilmistir (122).

Yapilan bir meta-analiz ¢alismasi sonuglarina gore; p53CD72 polimorfizmi mide kanseri
riski ile baglantili  bulunmustur. Asya popiilasyonunda biyomarker olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir (123).

NM23, ilk dogrulanan tiimér metastaz Onleyici gendir. Niikleozid difosfat kinaz
ailesinden bir protein kodlar. Bu proteinin ekspresyonu timaor invazyonu ve metastazi ve
kotu prognoz ile dogrudan iliskilidir. Son yapilan ¢alismalarda; NM23 gen expresyonu

ile mide kanseri gelisim mekanizmalari arasinda iligki bulunmustur (124,125).
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2.9.8. Mide kanserine yatkinhk olusturan diger genler

Son yillarda mide kanserine yatkimlikla iliskili bircok gen bulunmustur. Ornegin, bir
blytme faktort olarak transforming growth factor (TGF-p) ile farkli timorlerin gelisimi
ve ilerlemesi arasinda iligski saptanmistir. Yapilan meta-analizlerde TGF-f1 509T gen

varyantinin mide kanseri gelisiminde predispozan oldugu gosterilmistir (126).

Vaskiiler endoteliyal biyume faktorii (VEGF) 32-34 kDa agirliginda multifonksiyona
sahip bir glikoproteindir. VEFG’1 kodlayan gen 6.kromozomun uzun kolunda (6p21.3)
yerlesmistir. Yapilan calismalarda, VEGFA-634G/C ile mide kanseri gelisimi arasinda
iligki oldugu gosterilmistir (127,128).

Adiponektin, viicudun enerji dengesinin saglanmasi ve insiilin duyarliliginin
arttirilmasinda gorev alan antiinflamatuvar ve antiaterojenik etkili protein yapida bir
hormondur. Bir ¢alismada, adiponektin diizeyi mide kanserli hastalarda normal
populasyona oranla daha diisiik diizeyde bulunmustur. Ye ve arkadaslarinin ¢alismasinda,
ADIPOQ gen polimorfizmi ile mide kanseri arasinda iligski olabilecegi 6ne siiriilmiistiir

(129).

2.10. KANSERE YATKINLIKTA BiYOBELIRTEC ADAYI GEN
VARYANTLARININ iNCELENMESI

Aday genin yapisindaki fonksiyonel degisimler, o genin kodladig1 proteinin
fonksiyonunu ve miktarim1 dogrudan etkilemektedir. Bu genlerin hastalik
patofizyolojisinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Ginimizde hala aday genleri inceleyen
bircok caligma yiiriitiilmektedir. Inflatuvar yamtla iliskili genlerdeki SNP’ler ¢alisma

konular1 arasindadir (130).

Arastirmacilar, inflamatuvar siireglerde rol oynayan genlerdeki SNP’ler ile mide kanseri
arasindaki iliski oldugunu gostermislerdir. Mide kanserinde en ¢ok ¢alisilan “infamatuvar
yanit ile iliskili genler’’, interlokin genleri olan IL1B, IL1RN, IL8, IL10, IL17 ve TNF-
a olup, bu genler sirasiyla IL-1b, IL-1ra, IL-8, IL-10, IL-17 ve TNF-« proteinlerini
kodlamaktadirlar. Bu sitokinler mide fizyoloji ve patofizyolojisinde yer alan 6nemli
mediatorlerdir ve yapilan ¢alismalarda mide kanseri etyolojisinde rol oynadiklar1 6ne
stiriilmektedir. E1 Omar ve arkadaslarinin ¢caligmasinda, IL-1 gen ailesi polimorfizminin,
H. pylori ile iliskili hipoklorhidri ve mide kanseri gelisimi riskinde artisla iliskili oldugu
gosterilmistir (130,131). Kafkas irklarinda yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda, IL1B-511
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polimorfizminin T allelinin non- kardiya yerlesimli mide kanseri olgularinda (¢ogunlukla

intestinal alt tip) sik rastlandig1 tespit edilmistir (132,133).

Son yillarda, CDH1 geni promoterindaki SNP’nin, genin transkripsiyonel aktivitesini
etkileyerek E-katherin expresyonunu degistirdigi gosterilmistir. En sik ¢aligilan SNP,
CDH1 C-160A’dir (134,135). Literatiirde A allelinin CDH1 geni transkripsiyonunu
azaltarak, bazi popiilasyonlarda mide kanseri gelisimi riskini arttirdigini bildiren
calismalar vardir. Fakat son yillarda yapilan bir meta-analiz calismasinda, CDH1 C-160A

polimorfizmi ile mide kanseri yatkinligi arasindaki iliski dogrulanamamuistir (136).

SNP’ler, farkli etnik popilasyonlarda degisken siklikta rastlanan genetik varyasyonlardir.
Belirli SNP’ler gen ekspresyon profilini ve gen fonksiyonunu etkileyerek kanser dahil
olmak Uzere gesitli hastaliklara yatkinliga neden olabilir. Mide kanseri riskini arttiran gok
sayida polimorfik gen bulunmustur. Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP)
arastirmalarinda, direkt sekanslama, “restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi’’
(RFLP) analizleri ve hibridizasyon i¢cin RNAase ya da oligonikleotid spesifik allelleri
kullanan chemical cleavage of mismatch (CCM) yontemlerinden yararlanilmaktadir. Bu
metodlarin duyarlilik sinirlar1 farklidir ve teknik olarak kompleks ve yiliksek maliyetli

ekipman ve reaktiflere ihtiyag¢ vardir (137).

SNP’lerin saptanmasinda en yaygin kullanilan metodda, PCR uygulamasimi takiben
restriksiyon enzimleri (PCR-RFLP) ile kesim yapilir. Bu yontem, nokta mutasyonlarin,
delesyonlarin ve restriksiyon enzim tanima bdlgeleri olusturan veya yok eden kisa
insersiyonlarin saptanmasinda etkilidir. Metod, restriksiyon enzim kesimi ile farkli
molekiiler agirlik ve uzunlukta olacak sekilde ayrisan DNA fragmanlarinin saptanmasi
prensibine dayanir. Restriksiyon fragmanlarindaki polimorfizmlerin analiziyle mutasyon

varligi/yoklugu saptanarak bireyin genotipinin belirlenmis olur (137).

AMolekuiler alanda gelisen teknoloji ile birlikte genom boyu iliskilendirme ¢aligmalari
(GWAS) yapilmaya baslanmistir. GWAS ile yiiksek ¢iktili genetik analizler yapilarak
daha 6nce saptanmamis SNP’ler ile hastalik arasindaki iliski incelenebilmektedir. Bu yeni
yaklagimda, bircok SNP ayni anda analiz edilebilmektedir. Gen varyantlarinin goriilme

sikliklari; etnik ve ¢evresel farkliliklara gore degiskenlik gostermektedir (138).

Son zamanlarda, kompleks hastaliklar ile iligkili gen varyantlarmmin saptanmasina ve
hastalik riski, tani, erken tedavi ve prognozda Ongordiiriici biyomarkerlarin

gelistirilmesine yonelik genom boyu iliskilendirme ¢alismalar1 (GWAS) yapilmaktadir.
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GWAS arastirmalarinda mide kanseri riski ile iligkili farkl1 gen varyantlari saptanmaistr.
Genetik penetransin diisiik oldugu varsayilan patolojilerde hastalik etyolojisi ve
progresyonu, SNP dis1 bir¢ok faktdrden etkilenmektedir. Multifaktoryel kompleksisite,

genetik marker calismalarini interfere eder (139).

Mide kanseri, multigenik orijinli heterojen bir hastaliktir. Hastalik belirteci olabilecek
aday gen caligmalarinda ve GWAS arastirmalarinda, mide kanseri patogenezinin
heterojen dogas1 geregi istatistiksel kisithliklar mevcuttur. Ornegin; aday gen
calismalarinda yiiksek oranda yalanci pozitiflik ve hatali etki biiyiikligii vardir. GWAS
yaklagiminda ise ¢oklu testler nedeniyle yalanci negatiflik oran1 yiiksektir. Mide kanseri
riskinin belirlenmesi amaciyla yapilacak olan “aday gen calismalarinda’’ uygun analitik
metod ve istatistik degerlendirmenin secilmesi hastalik riskiyle iligkili inflamasyon veya
metabolizma sureglerinde aktif olan gen lokuslarinin ve kanserli olgularda meydana gelen
genomik degisimlerin saptanmasinda olduk¢a Onemlidir. Hastalik predizpozani
olabilecek genetik degisikliklerin ve mide karsinogenezinde yer alan diger molekiiler
mekanizmalarin aydinlatilmasi yeni tani, tedavi ve takip stratejilerinin gelistirilmesine

katk1 saglayacaktir (140).

Genom boyu iliskilendirme ¢alismalarinda (GWAS) 200’den fazla yeni diisiik penetransh
kansere yatkinlik lokuslari tespit edilmistir. Incelenen her lokusla iliskilendirilen kanser
riski iliml1 bulunmustur ve gen varyantlarinin fonksiyonel etkilerinin hastalik yatkinligina
neden olabilecegi gosterilmistir. Post-GWAS arastirma alanindaki en zor agama, bu lokus
iligkilerinin fonksiyonel sonuglarinin ortaya ¢ikarilmasidir. Bu asamadan elde edilen
sonuglarla hastalik tarama ve Onlemede etkin stratejiler ve glvenilir biyomarkerlar
gelistirilebilir (141).

Post-GWAS calismalar, kanser riski ile iligkili lokusun genetik epidemiyolojik
ayrimi, fonksiyonelligin biyoinformatik analizi ve risk ile iligkili varyantlar ile hedef
genlerinin etkilesimlerine ait muhtemel “molekiiler mekanizmalarin’® in vivo-in Vitro
deneysel c¢alismalarla verifikasyonu seklinde ele alinmalidir. Epidemiyolojik
caligmalarda genis hasta popiilasyonlarinda yogun SNP analizleri yapilmasi
onerilmektedir. Oncelikle en nadir rastlanan gen varyantinin etkileri analiz edilmeli, daha
sonra siklikla birliktelik gosteren genetik varyantlar irdelenmelidir. Sik goriilen genetik
varyantlar mide kanseri gelisimindeki kalitimsal riski tiimiiyle aciklamaz.

Aciklanamayan riske karsilik gelenler diisiik penetransli nadir goriilen genetik
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varyantlardir. Bu varyantlar diisiik frekansli (allel frekanst <%S35), subpolimorfik
varyantlar (allel frekans1 %0,1-%1,0) ya da c¢ok diisiikk frekansh (<%0,1) genetik
varyantlar olabilirler. Mide kanserinde goriilen nadir varyantlarla ilgili az sayida ¢aligma
mevcuttur (142).

Giiniimiizde yapilan ¢aligmalarin ¢ogu ekzom analizine dayanmaktadir. Tiim
genom sekanslama tekniginin maliyet agisindan elverigli hale gelmesiyle birlikte nadir
gbzlenen varyantlarin analizindeki kisithiliklar1 ortadan kaldiracagi diistintilmektedir.
Bununla birlikte ekzom dis1 varyantlarin fonksiyonel analizlerinden elde edilecek
sonuglarin, genom c¢apinda sekanslama temelli baginti analizlerini kolaylastiracagi

ongorilmektedir (142).
2.11. TRAIL SINYAL YOLAGI

2.11.1. TRAIL yapasi ve reseptorleri

TRAIL geni 3. Kromozomun 3q26 kolu yerlesim gdsteren 5 ekzonlu bir gendir.
TNF- iliskili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL), timor nekroz faktor (TNF) ailesinin
diger proteinleri ile sekans homolojisine sahiptir. Farkli insan kanser hiicre hatlarinda,
timore secicilik gosteren apoptoz indukleyici etkileri oldugu gosterilmistir. Dalak, tims,
prostat, ince bagirsak ve plasenta gibi birgok fetal ve yetiskin dokuda exprese olmaktadir.
TNF ailesinin diger iiyelerinden farkli olarak membrana bagli olan TRAIL; sitokin
stimilasyonunu takiben monositler, B lenfositleri, dendritik hiicreler ve dogal 6ldiiriicii
(NK) hucrelerde exprese edilir. Polimorfniikleer notrofillerde intraseluler olarak
depolanmaktadir (143,144).

TRAIL, kansere 6zgii apoptotik 6zelligi olan, 33 kDa molekiil agirliginda, kisa
bir N-sitoplazmik domaine ve exstraseliiler yerlesimli uzun bir C-terminal baglanma
domaine sahip kristal yapilt bir proteindir. Sistin proteazlar tarafindan posttranslasyonel

modifikasyona ugrar (Sekil 2.2).

Fizyolojik durumlarda, “proapoptotik 61um reseptorleri’’ olan DR-4 (TRAIL-R1)
ve DR-5 (TRAIL- R2) ile iki decoy reseptdr olan DcR1(TRAIL- R3) ve DcR2 (TRAIL-
R4) olmak iizere 4 farkli transmembran proteine baglanmaktadir. Ligand baglanmasi
durumunda TRAIL ve reseptorleri; ikili kompleks halinde homotrimer yap1 olustururlar
(145,146). TRAIL, hucre i¢i domaini olmayan DcR1 ve trunke hicrei¢i domaini olan

DcR2 reseptorleri ile baglanir. Bu iki decoy reseptér TRAIL icin benzer baglanma
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afinitesine sahip O6liim reseptorleri ile yarisirlar. X 1s1n kristalografisi ile gosterilen
¢Oziinlir TRAIL molekiiliiniin trimerik yapisina gore; 3 monomerin arasinda yapisal
biitiinliikk ve aktiviteyi saglayan ¢inko (Zn) atomu yerlesmistir. TRAIL’in proapoptotik
DR4 ve DRS reseptorlerine baglanmasiyla birlikte bu reseptorlerin hiicre i¢i 6lim
domainlerinin (DD) kolokalizasyonu gerceklesir ve hiicre 6liim sinyallerini aktiflenir.
TRAIL- R1, R2 ve R4, TNF reseptor ailesi tyeleri ile homoloji gosterirler, tip 1
transmembran proteinlerdir. TRAIL-R1 ve R2 sitoplazmik pargalarinda apoptoz
sinyallerini iletmelerini saglayan 6lum domainleri (DD) mevcuttur. TRAIL- R4 apoptotik
sinyalleri aktaramaz. TRAIL- R3’n sitoplazmik domain icermez ve glikozil
fosfatidilinositol bagiyla hiicre yiizeyine tutunur. Apoptotik gorevi yoktur. Her reseptoriin
TRAIL’e baglanma afinitesi ve giicii farklidir. TRAIL-R3 en yuksek afiniteye sahip
reseptordir (146,147).

Sekil 2.2: TRAIL-DR4 (TRAIL- R1) kompleksi kristal yapis1 (146).
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2.11.2. TRAIL sinyal aktarimi

Ekstrinsik apoptoz sinyal yolagi: TRAIL’in DR4 ve DR5’e baglanmasi reseptorlerin
trimerizasyonuna ve Fas-iligkili 6liim domaini (FADD) ile birlesmesine yol acar. FADD
efektér 6lum domaini yoluyla prokaspaz-8 veya prokaspaz-10 ile birlikte 6lim
indiikleyici sinyal kompleksini (DISC) olusturur. Bu sirada Oncul-inaktif kaspazlar
proteolizle aktiflenir. Aktif kaspaz-8 ve kaspaz-10 downstream efektor kaspaz-3’ii
etkinlestirir. Bu baglanma ile 6liim substratlar1 parcalanir. Kaspaz 8’in aktivasyonu
FLICE benzeri inhibitoér protein (c-FLIP) tarafindan veya ubiquitinasyon yoluyla
dizenlenir. C-FLIP, kaspazlarin FADD ile baglanmasini yarigsmali olarak inhibe eder
(147,148).

Intrinsik apoptoz sinyal yolagi: DISC’te prokaspaz-8 otokatalitik ayrilma ile kaspaz-
8’1 olusturur. Bu yolagi kullanarak apoptoza giden hiicreler tip 1 hicrelerdir, tip 2
hiicrelerde ise kaspaz-8 Bid’i tBid olusturmak iizere pargalar. Bu protein de Bax ve Bad
ile etkileserek mitokondrial membrandan sitokrom C salinmasimni saglar. Mitokondri
membran gecirgenliginin artmasiyla Smac/DIABLO sitozole salinir. SMAC/DIABLO
efektor kaspazlarin aktivasyonunun siirdiiriilmesi icin X’e bagli apoptoz inhibitor

proteinini (XIAP) inhibe eder (148).

Sitozole salinan sitokrom C, apoptotik peptidaz aktifleyici faktor (Apaf-1) ve prokaspaz-
9’a apoptozom olusturmak iizere baglanir. Apoptozom olusumu kaspaz kaskadinm
aktifler. Kaspaz-9’un aktiflenmesi downstream efektorler olan kaspaz-3, kaspaz-6 ve
kaspaz-7’yi parcalar. Ve bu protein; efektor kaspazlarin aktivasyonunun siirdiiriilebilirligi

icin X’e bagl apoptoz inhibitor proteinini (XIAP) inhibe eder (149).
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Sekil 2.3: TRAIL aracihi apoptotik sinyal mekanizmasi (149)

2.11.3. TRAIL molekdli fizyolojik gorevleri

TRAIL molekuli, TRAIL geni promoter bolgesinde cevap elementi bulunan interferon-
gama ve diger sitokinlerin uyarisi ile immiin efektor hiicrelerin yiizeyinde exprese edilir.
TRAIL knockout farelerde yapilan ¢aligmalarda; canlida belirgin gelisimsel defekt
olusmadig gosterilmistir. TRAIL- knockout farede ayrica timosit apoptozu indiiklenmez.
TRAIL-R knockout farede gelisim normaldir fakat timiis boyutunda biiyiime ve bazi

dokularda radyasyon ile uyarilmis apoptozda azalma gosterilmistir (149).

2.11.4. TRAIL gen expresyonunun dizenlenmesi

Insan TRAIL geni apoptotik diizenleme de immun cevaptaki rolii nedeniyle siki
diizenleme altindadir. TRAIL geni promoter bdlgesi 1,6 kB uzunlugunda olup,
translasyon baslangi¢ bolgesinin 97 baz ¢ifti upstreaminde yer alir. TRAIL gen promoter
bolgesinde NHF3, GKLF, AP1, CEBP, NFAT, GATA ve interferon-gama ile aktiflenen
sekans (GAS), GSP1, GSP2 ve GSP4 gibi c¢esitli transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma
alanlar1 bulunur. Caco-2 hucrelerinde luciferaz reporter kullanan TRAIL gen

promoterinda meydana gelen sekansiyal delesyonlar, -1371/-819 ve -165/-35 arasi
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bolgelerin bazal TRAIL gen transkripsiyonunda kritik role sahip elementleri icerdiklerini
ortaya koymustur. TRAIL gen ekspresyonu; bazi sitokinlerin uyarisina cevap olarak, bazi
olgularda da gen promoterindaki konsensus baglayic1 bdlgeleri olan transkripsiyon

faktorleri ile iliskili olarak artmaktadir (150).

2.11.5. TRAIL ile iliskili interferonlar

Interferonlar; bir uyarana kars1 immiin cevap olusturmakla gorevli hiicrelerin gesitli
mekanizmalarla aktivasyonu ve hareketi stireclerinde yer alan mediatorlerdir. Luciferaz
reporter ¢alismalarinda; interferon-gama (IFN-y) -165 ve -35 bdlgelerinde TRAIL geni
promoter aktivitesini 2 kat arttirdig1 gosterilmistir. STAT1 ve IRF1’in; IFN-»nin TRAIL
promoteri Uzerindeki etkisine aracilik ettigi diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalarda; IFN-
y’nin akciger kanseri hiicrelerinde, FasL ve TRAIL bagimli apoptozu indiikleyici etkisi
oldugu ve Nk hiicrelerinde IL-18 ve TLR3 ile indiklenen TRAIL ekspresyonundan

sorumlu oldugu gosterilmistir (151).

Tip 1 interferonlarin (IFN-« ve f); TRAIL genini IFN-ydan daha kuvvetli olarak
indiiklediklerini 6ne siiren galigmalar mevcuttur. IFN-« ve IFN-£, CD3 stimulasyonunu
takiben, periferik kan CD4* ve CD8* hiicrelerindeki TRAIL yolagmin potent
indUkleyicileridirler. IFN-o’nin makrofaj ve lenfoma hiicrelerindeki TRAIL’i JNK
bagimli bigimde; IFN-/'nin da kolorektal kanser hiicre hatlarinda TRAIL’i Stat-1 bagimli
mekanizma yoluyla indiikledigi gosterilmistir (150,151).

NFAT: Insan TRAIL geni transripsiyon faktorii NFAT tarafindan pozitif yonde regiile
edilir. Bu dizenlenme; T hticrelerinin aktivasyon sirecinde meydana gelen kalsindrin

aracili defosforilasyon yoluyla aktive edilir.

Wang ve arkadaglari, TRAIL promoterinin NFAT baglama bdlgeleri iizerine yaptiklar
calismalarinda; NFAT ailesinden NFATc1’in TRAIL gen transkripsiyonunun en potent
pozitif diizenleyicisi oldugunu saptadilar. Bu bulgudan farkli olarak; NFAT bagiml
TRAIL geni pozitif dizenlenmesinin, NFAT’in TRAIL promoterindaki luciferaz raportor
oldugu varsayilan baglanma bolgelerindeki delesyondan etkilenmedigi tespit edilmigtir

(151).

Kromatin imminpresipitasyonu ve elektroforetik hareketlilik kayma yontemleri

calismalarinda NFATc1’in TRAIL genine SP-1 baglanmasini engelledigi gosterilmistir.
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Bu calismalar; sitotoksik T hiicreleri gibi immiin sistem hiicrelerinin TRAIL
upregulasyonunda alternatif mekanizmalar kullanabildiklerini ve transkripsiyonel
diizenlenmenin anlasilmasi i¢in baglanma boélgelerinin direkt olarak arastiriimasi
gerekliligini ortaya koymustur. Calismalarda ayrica, SP-1’in TRAIL gen promoter

bolgesinin negatif regiilatorii olabilecegi one stiriilmiistiir (152).

SP-1: TRAIL promoter bolgesinin NFAT aracili regiilasyonunun ortaya kondugu
caligmada, insan intestinal hiicrelerinde SP-1’in TRAIL gen transkripsiyonunu
baskiladig1 saptanmistir. Bununla birlikte; vaskiiler diiz kas hiicrelerinde yapilan bagka
bir ¢alismada ise Thr453 fosforile SP-1’in TRAIL gen transkripsiyonunu pozitif yonde
regiile ettigi gosterilmistir. Bu etkinin hiicre tipi farkliliklarina bagli olarak gergeklesme
ihtimalinin ve SP-1 aracili TRAIL geni diizenlenmesinde fosforilasyonun yerinin ortaya

konmasi i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir (154).

NFxB: Jurkat T hiicreleri ve primer T lenfositlerde transkripsiyon faktorii NFkB’nin
inhibisyonu {iizerine yapilan bir caligmada, bu faktoriin TRAIL gen ekspresyonu
diizenlenmesine NFkB faktor baglanma bdlgesi 1 ilizerinden pozitif yonde etkiledigi
gosterilmistir. NFkB ayrica FasL’yi upregiile eder. Bu proapoptotik ligandlar tiimor
hiicresinin immiin sistem tarafindan ortadan kaldirilmasindan ve/veya otoimmiinitenin

engellenmesi amaciyla T hiicre aktivasyonunun zayiflatilmasindan sorumludurlar.

TRAIL gen transkripsiyonu NFkB tarafindan pozitif, NFkB’nin NFkB baglanma
bolgesi 1’e baglanmasini inhibe eden prostaglandin 15d-PGJ2 tarafindan ise negatif
yonde duzenlenir. Bir transkripsiyon faktori olan HSF-1; TRAIL gen transkripsiyonunun
prostaglandin 15d-PGJ2 tarafindan baskilanmasinda negatif regiilator olarak gorev yapar.
Bu negatif dizenlenme HSF-1’in DNA baglanma domainine bagimlidir. Kalsindrin’in
regililator alt birimi olan Cnb’nin NFkB aracili TRAIL ekspresyonunu direkt olarak
integrin CD11b’ye baglanarak aktive ettigi gosterilmistir (155).

2.11.6. TRAIL ile iliskili tiimor supressor genler ve transkripsiyon faktorleri

P53: 5-florourasil ve doksarubisin gibi p53 indikleyici kemoterapilerin TRAIL promoter
aktivitesini arttirdiginin tespit edildigi calismalar1 takiben TRAIL gen promoterinde iki
adet p53 “potansiyel baglanma bélgesi’’ tanimlanmustir. Luciferaz raportor analizlerinde;
-630 pozisyonundaki baglanma bolgesinin p53 ile indiiklenenTRAIL promoter

aktivitesini diizenledigi gosterilmistir (156).
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Yapilan caligmalarda radyasyonun da TRAIL ekspresyonunu arttirdigr gozlenmistir.
Iyonizan radyasyonun p53 iizerindeki indiikleyici etkisinden dolay1, p53’iin radyasyon

ile artan TRAIL ekspresyonundaki rolii de arastirilmalidir (157).

FOXO: Gen ekspresyon profilleme ¢alismalarinda; prostat kanseri hiicrelerinde Foxo3a
overekspresyonunun TRAIL “gen transkripsiyonunu’’ arttirdigi gosterilmistir. In silico
analizlerle saptanan TRAIL geni promoter1 -121 ve -138 arasindaki baglanma
bolgelerinin; Foxo3a ile indliklenen TRAIL gen promoter aktivitesinden sorumlu
olduklar1 EMSA ve luciferaz raportor analizleri ile ortaya konmustur (161) (Sekil 2.4).

Ps

“ (_NFAT FOXO

Sekil 2.4: TRAIL regiilasyonunda rol oynayan molekiiller (Yesil ok: Aktivator,
Kirmizi ok: Inhibitor etkili) (161).

Kesfedilmemis baglanma bélgeleri: TRAIL gen promoterinda birgok transkripsiyon
faktorii icin baglanma bolgesi olarak islev goren niikleotid dizileri kesfedilmistir. En 1yi

bilinen transkripsiyon faktorleri; NKxg, AP-1 ve SP-1’dir. Oct-1, baz1 housekeeping
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genlerin fonksiyonlarinimn diizenlenmesinde rol oynayan bir transkripsiyon faktoridur ve

TRAIL geni promoterinda baglanma bdlgesi bulunur. Yapilan ¢aligmalarda, histon

deasetilasyon inhibitorlerinin (HDACIi) Oct-1 ile etkileserek Gadd45 (biiyime
durdurucu- DNA hasar onarici) expresyonunu indiikledigi gosterilmistir. TRAIL gen
promoter bolgesi ile Oct-1 arasindaki iligskinin incelenmesi kanser ¢aligsmalari alaninda
degerli bir arastirma konusu olabilir. Ayni sekilde TRAIL aracili hiicre O6liimiinde
koruyucu rolii olan “is1 sok proteinleri’> (HSP’ler) ile TRAIL geni promoter boélgesi

arasindaki etkilesim de kanser arastirmalarinda yer alabilir (159).

MAPK yolagi: HRAS!12S ile transforme edilen hiicrelerde, TRAIL gen promoteri
transkripsiyon baslangic noktasina 2000 baz cifti uzaklikta bulunan CpG adaciklarinin
hipermetilasyona ugramasiyla TRAIL gen expresyonu susturulmustur. Buna ragmen,
TRAIL bu transforme hiicrelerde IFN-y tarafindan indiiklenebilmistir. Gen susturumu,

bir “DNA metiltransferaz inhibitorii’’ olan desitabin ile geri ¢evrilebilir (160).

KRAS’mn onkogenik mutasyonu kolon kanseri patogenezinde izlenen genomik bir
degisimdir. Onkogenik RAS’in transforme hiicreleri, DR4 ve DR5’in MEK-bagiml
upregiilasyonu yoluyla TRAIL aracili apoptoza duyarli hale getirdigi gosterilmistir.
Tiimdrogenezde siklikla gdzlenen RAS’1in onkogenik transformasyonu sirasinda gelisen
TRAIL aracili apoptozun indiiklenmesinin engellenmesi i¢in TRAIL expresyonunun es

zamanli olarak susturulmasi gereklidir (160).

Diger indiikleyiciler: Son caligmalarda, pigment epiteli kaynakli faktor (PEDF)’in
makrofaj yiizeyinde TRAIL expresyonunu indiikledigi gosterilmistir. ileri ¢aligmalarda
PEDF’in, PPAR-cevap elementindeki transkripsiyonu upregiile etmek tizere TRAIL
promotera baglanan peroksizom proliferatdr aktive reseptdr gama (PPARy)’y1
indiikledigi tespit edilmistir. Bu bulgular, immun hiicrelerdeki TRAIL expresyonunun
indiiklenme mekanizmasina birer 6rnek olarak sayilabilir. TRAIL gen expresyonunu
etkileyen farkli molekiiller bulunmustur fakat altta yatan direkt transkripsiyonel

mekanizma heniiz aydinlatilamamigtir (161).
2.11.7. TRAIL aktivitesinin izoformlar tarafindan diizenlenmesi

Insan TRAIL geni, 3g26 kromozomunda yer alan yaklasik 20 kb uzunlugunda bir gendir.
Tipik olarak splice akseptor- AG/GT splice dondr konsensus bolgeleri iceren 5 ekzon ve

4 introna sahiptir. Ik ekzon 21 aminoasit iceren transmembran domaini ve 17 aminoasit
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iceren sitoplazmik domaini kodlar. Ekzon 4 ve 5 TRAIL ve reseptorii ile etkilesen
ekstraseliler domain aminoasitlerini kodlar. Ekzon 5 ek olarak, 3’-UTR ve poli-A

kuyrugunu igerir ve C-terminal amino asitleri kodlar (162).

TRAIL’in bugiline kadar saptanmig 9 varyanti vardir ve kansere selektif apoptotik
fonksiyonu yalnizca tek bir spesifik izoformuna aittir. Yapilan bir calismada 3 adet
TRAIL izoformu tanimlanmistir. Bunlar yapisal olarak tam gen boyunda TRAIL alfa,
ekzon 3 bulunmayan TRAIL beta ve ekzon 2 ve 3 bulunmayan TRAIL gama’dir (163).

TRAIL alfa ve TRAIL beta sitoplazmada yer alirken, TRAIL gama niikleer ve hiicre

membran yiizeyi yerlesimlidir.

Trunkat TRAIL izoformlarmin apoptoz indiikleyici etkinlikleri olmamakla birlikte,
TRAIL alfa varyantinin negatif efektorleri gibi davranirlar (164). Son zamanlarda, 7 adet
alternatif splice triinii trunke TRAIL varyantlar1 (AK, E2, E3, DA, BX424, BX439)
tanimlanmistir. Bu izoformlar apoptozu potansiyalize etme Ozelligine sahip degildir.
Izoformlar ortak N-terminal sekansa ve transmembran heliks yapiya sahiptirler, C-
terminal bolgede farklilagirlar. DA izoformu ekson 3’e sahip degildir ve TRAILDbeta ile
ayn1 proteini kodlar, BX424 ise ekson 3 ve 4’e sahip degildir ve TRAIL delta ile ayn1
proteini kodlar. BX439 ekson 2-4’den yoksundur ve TRAIL alfa ile ayn1 olan ekzon 1 ve
5’e sahiptir (165). Cok sayida farkli TRAIL varyantinin TRAIL reseptori ile iliskilerini

aragtiran in vitro caligmalara ihtiyag¢ vardir.

2.11.8. TRAIL geninde saptanan tek nukleotid polimorfizmleri

Bir¢ok hastalikta TRAIL gen ekspresyonunda degisiklik oldugu gosterilmistir. Farkli
poplilasyonlarda bu degisikliklere yol agabilecek tek niikleotid polimorfizmleri arastiran
calismalar mevcuttur. “Periferik kan 6rneklerinde yapilan SNP analizi’’ sonuglari, -723
pozisyonunda saptanan C/T doniisiimii sporadik meme kanseri ve azalmis TRAIL mRNA

diizeyleri ile iligkili bulunmustur (166).

Saglikli popiilasyonda yapilan bir TRAIL geni promoter bolgesine ait tek niikleotid
polimorfizmi caligmasinda, yiliksek diizeyde polimorfik 4 adet SNP tespit edilmistir.
SNP’lerden SNP3 ve SNP4’iin, TRAIL upregiilasyonu ile iligkili bulunan ve kanser
hastalarina uygulanan kemoterapiye cevapta rol oynayan p53 cevap elementi bolgesinde

oldugu saptanmistir (167).
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Saglikli popiilasyonda yapilan baska bir ¢calismada, TRAIL ekzonlarinda 3’ 3’-UTR
bolgesi 1525, 1588 ve 1595 pozisyonlarinda, 2’si ekzon 1 de 192 ve 912 pozisyonlarinda
olmak iizere 5 adet SNP bulunmugstur. Kodlama yapan boélgede saptanan polimorfizmler

amino asit sekansini degistirmemistir (168).

Farkli hastaliklarda TRAIL ekspresyon seviyelerindeki degisimi arastiran caligmalar
mevcuttur. Multipl skleroz ve sistemik lupus eritematozus hastalarinda yapilan yapilan
caligmalarda serum solubl TRAIL diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir. Bu klinik
gozlemlere gore, TRAIL’in “otoimmun hastaliklarin patogenezinde’’ rolii oldugu 6ne

stiriilmiistiir (169).

Beyin metastazi olan meme kanserli olgularda TRAIL mRNA seviyelerinin down regile
oldugu gosterilmistir. Ayrica metastatik prostat kanseri ve kolon kanserinde de benzer

sekilde TRAIL geni espresyonunda azalma oldugu gosterilmistir (170).

TRAIL molekiiliiniin immiin sistemdeki apoptoz siireclerinde diizenleyici etkisi vardir.
TRAIL gen ekspresyonu, interferon stimulasyonuna cevap veren kompleks
transkripsiyonel mekanizmalarla diizenlenir. P53 ve Foxo3a gibi timor supressor etkili
diger transkripsiyon faktorlerine benzer sekilde TRAIL geni diizenlenmesi de immun
hlicre aktivasyonu surecinin kontrolii altindadir. TRAIL molekiiliiniin immiin sistem
sinyal yolaklarinin hangi basamaklarinda nasil etki etki gosterdiginin ortaya konmasi igin
transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri ve TRAIL gen promoteri SNP’leri arasindaki
iliskiyi inceleyen ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Antitimor etki potansiyeline sahip TRAIL
geni anlatimi dlizenlenme mekanizmalarinin ortaya konmasi kanser immiinolojisi
calismalarina ve molekiiler diizeyde hedefe yonelik tedavi segenekleri arastirmalarina
katk1 saglayacaktir. Farkli hastaliklarda saptanan polimorfizmlerin, TRAIL gen
ekspresyonuna, tan1 ve hastalik progresyonu ve tedavi yaniti ilizerine etkilerini arastiran

calismalara ihtiyag vardir (170).

2.11.9. Terapotik hedef olarak TRAIL reseptorleri

Proapoptotik reseptorler bircok kanser turinde eksprese edilirler. Bu nedenle kanser
tedavisinde potansiyel hedeflerdir. Ekstrinsik apoptotik yolak, hiicre proliferasyonu ve
yasam dongiisiindeki ana diizenleyici olan p53°lin denetiminden bagimsiz olarak aktive

edilebilir. Bu yolagin aktiflenmesi ile, p53°te fonksiyon kaybimin gelistigi durumlarda
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geleneksel kemoterapiye direng engellenebilir. Bu nedenle TRAIL’i aktive eden ajanlar,
iyonize radyasyon ve kemoterapotik ajanlarla kombine kullanimi ile yeni tedavi
secenekleri gelistirilebilir. Yapilan c¢aligmalarda bu yaklagimin kanser hiicrelerinde

apoptoz hizini arttirdigi gosterilmistir (171).

TNF-alfa, FAS-ligand ve TRAIL, TNF superailesi iiyesi ligandlardir. TNF-alfa
proinflamatuvar etkilerinin olmasi nedeniyle terapotik amagh kullanilamamustir. FAS ve
FAS ligand agonisti antikorlar masif hepatosit apoptozuna ve 6lumcul karaciger hasarina
yol actiklari i¢in klinik ¢alismalara uygun bulunmamistir. TRAIL reseptorleri DR4 ve
DRS5’1 hedef alan ajanlarm preklinik modellerde ve faz 1 klinik ¢aligmalarda iyi tolere

edildikleri gosterilmistir. Bu reseptorler antitiimor tedavilerin gelistirilmesi i¢in uygun
hedeflerdir (171).

2.11.10. Kanserde TRAIL ile indiiklenen apoptoza kars1 gelisen direng

mekanizmalar

Yapilan calismalarda DR4 ve DR5 reseptor dizeyleri ile apoptoz stimilasyonuna
duyarlilik arasinda iliski bulunmamistir. TRAIL’1 hedef alan terapotik yaklasimlara
gelisen duyarlilik veya dirence spesifik biyobelirteglerin bulunmasina yonelik bir¢ok
calisma yapilmistir. TRAIL ile induklenen apoptoz bircok faktdrden etkilenen bir
siirectir. Dekoy reseptorler olan DcR1 ve DcR2 6lim sinyallerine aracilik etmeksizin
TRAIL ile baglanabilirler. DR4 ve DRS, posttranslasyonel O-glikozilasyon veya
endositoz yoluyla “TRAIL ile indiiklenen hiicre 6limii’’ {izerine etki gosterirler. TRAIL
sinyal yolunu diizenleyen diger faktor, kaspaz-8’in epigenetik olarak susturulmasi veya
kaspaz-8 proteininin ubiquitinasyona ugramasidir. c- FLIP molekuli de TRAIL yolunun

onemli bir inhibitor proteinidir (172).

Tip 2 TRAIL ile indiiklenen apoptoz yolunu kullanan timaor hiicrelerinde hiicre 6l1Umd
antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerinin overexpresyonu ile engellenebilir.
Downstream kaspaz aktivasyonu XIAP ile inhibe edilebilir. Buna karsilik, “PI3K/AKT
sinyal yolagmin inhibisyonu’’ ise tiimor hiicresini TRAIL tedavisine duyarli hale getirir

ve “TRAIL direnci’’etkisini geri ¢evirerek tedavi etkinligini arttirir (172).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Hasta Orneklerinin Toplanmasi

Bu ¢alismaya iki 6rnek grubu dahil edilmistir. Birinci grupta, 163 kisiden olusan
herhangi bir malignite bulgusu ve tercihen ailede kanser hikayesi olmayan saglikli

bireyler kontrol grubuna alinmaistir.

Ikinci grup ise, Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi
tarafindan takip edilen mide kanseri tanisi konmus 50 hastay1 kapsamaktadir. Projemize
dahil edilen, mide kanseri tanisi konmus hastalarimizin, klinik, histopatolojik
degerlendirmeleri ve Ornek alimlar1 yukarida belirtilen klinik tarafindan
gerceklestirilmistir. Polimorfizm ¢alismasi i¢in saglikli ve mide kanserli bireylerin kan
ornekleri EDTA’11 tiipe alinip, “DNA izolasyonu’’yapilmis ve 50 mide kanserli hasta, ve
163 saglikli kontrolde TRAIL C1595T, TRAIL DR4 C626G gen polimorfizmleri ve
serum TRAIL diizeyleri analizleri yapilmistir.

Mide kanserli hasta ve normal bireylerden saglanan kan 6rneklerinden DNA izolasyonu

amonyum asetat ve proteinaz K’nin kullanildig1 tuz ¢oktiirme metoduyla elde edilmistir.

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler
Agaroz (Promega MBG)

« Amonyum asetat (Sigma A-8920)

* “Asetik asit”” (Merck K-04134156)

« Beta-merkapto-etanol (Sigma, M7522)



« Etidyum bromdir (Sigma E-8751)
« Etil alkol (%99) (Merck)
« Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma, 9884)
« Hidroklorik asit (Sigma, H1758)
« Hidrojen peroksit (Sigma, 349887)
« izopropanol (Sigma, 19516)
« Ksilen siyanol (Sigma, X4126)
 PBS (Fosfat tampon ¢ozeltisi)
* Proteinaz K (Sigma, P2308)
GeneDirex 100 bp DNA Ladder RTU
+ Sodyum borohidrid (MERCK)
¢ “Sodyum Dodesil Siilfat’’(SDS) (Sigma, L4390)
 Sodyum hidroksit (Merck C754962)
 Sodyum Klorid (NaCl) (Sigma, S3014)
* “Taq DNA polimeraz’’ (MBI Fermentas)
* Tripan mavisi (Gibco, 15250061)

« Tris Baz (BioChemika, 93362)

3.1.3. Kullanilan Kitler

« PureLink Genomic DNA Mini Kit (LifeTech)

« Abcam TRAIL ELISA kit
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3.1.4. Kullanilan cihazlar

* Buzdolab1 (+ 4 °C Beko, Arcelik)

* Derin Dondurucu (-20 °C Beko)

* Ceker Ocak (Opas)

* Distile su cihazi (Millipore)

« Etiiv (Heraeus) (Nuve)

* Gii¢ kaynag (Stratagene)

» Hassas terazi (Shimadzu)

* Is1 blogu (Fisher scientific model111004)
 Masadistu mini santrifiij (Eppendorf) (Hettich)
« Otomatik pipetler (Gilson) (Eppendorf)(Thermo)
* PZR cihaz1 (Thermal Cycler) (BioRad)

* PH metre (Corning)

« Spektrofotometre (NanoDrop)

* Su banyolar (Fisher scientific)

 Laminar kabin (Hepa filtreli) (Thermo, Scientific)
« Inkiibatérler (37°C-56°C Elektro Mag)
 Masadistu mini Santriflj (Hettich)

* Orbital ¢alkalayic1 (Thermo, Scientific)

« Elektroforez Sistemi (E-C 350 MIDICELL)

* Gii¢ kaynag1 (E-C Apparatus Corporation)
 Mikrodalga firm (Philco)

« UV transilluminator (Stratagene UV/White light)
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3.1.5. Kullanilan tampon soliisyonlar ve ¢ozeltiler

. | szeltisi (Red Blood L ysis buff Y

8,74 gram Amonyum Klorur
1 gram Potasyum bikarbonat
200 pl 0,5 M Etilen diamintetraasetat (EDTA)

Tartimlar1 yapilarak erlen igine alindi. 900 ml distile su eklendi ve ¢ozeltinin pH’s1 1N

NaOH ile 7,4’e ayarlandi. Daha sonra balon joje igine alinarak 1 litreye tamamlandi.

Cozelti 1stya dayanikli cam siselere aktarilarak 120 °C’de 15 dakika otoklavlandi ve
+4°C’de saklandi.

Lokosit P | “6zeltisi (White Blood is | )
25 ml 4 M NaCl

50 mL 0,5 M Etilendiaminasetat (EDTA)

Balon jojeye konularak 1 litreye tamamlandi. 120 °C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edildi. Oda 1s1sinda saklandi.

- Amonyum Asetat (OM NHAAC) :

732.26 g NH4AcC

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanip, sterilizasyon i¢in 0.2 mikronluk filtreden

gecirilerek oda 1sisinda saklandi.

10 gram Sodyum Dodesil Siilfat tartildi. Beher igine alinarak iizerine 80 ml distile su

eklendi. Manyetik karigtirict yardimi ile ¢o6zdiiriildi ve pH’st 7,2°ye ayarlandi.

Sterilizasyon i¢in 0.2 mikronluk filtreden gecirildi ve oda 1sisinda saklanda.

20 mg Proteinaz K tartilarak steril bir tiip i¢inde steril distile su kullanilarak 1 mI’ye
tamamlandi. -20 °C’de sakland1.
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« Etilen Diami ikasit ( ;

186,1 gram Etilendiamintetraasetat (EDTA) tartilarak beher icine alind1 ve 800 ml distile
su eklendi. Manyetik karigtirict yardimiyla ¢6zdiiriildii ve pH’s1 NaOH ¢ozeltisi ile 8,0°e
ayarlanarak distile su ile 1 litreye tamamlandi. 120 °C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edildi.

10 ml 1 M Tris-HCL (pH 8.0)

20ml 0.5 M EDTA

Distile su ile 1000 ml’ye tamamland1 ve otoklavlanarak oda 1sisinda saklandi.

121.1 g Tris-HCL distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. pH’1 HCl ile 8.0a ayarland.

. Etid B ir (10 mg/mi)

1 gram Etidyum bromiir tartilarak steril distile su ile 10 ml’ye tamamlandi

54 gram Tris baz ve 27,5 gram borik asit tartilarak beher igine aktarildi. Uzerine 20 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0) ve 800 ml distile su ilave edilerek manyetik karigtiricida

¢ozduruldi. Cozelti balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi ve 120 °C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildi. Oda 1sisinda saklandi.
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3.2. YONTEMLER

3.2.1. Dna izolasyonu

3.2.1.1. Tuzla Coktiirme Yontemi ile DNA izolasyonu

Periferik kan 6rnegi steril EDTA’l tiiplere alindiktan sonra ¢alisma igin falkon tiipline
aktarildi. Uzerine 1:3 oraninda (30 ml) eritrosit par¢alama ¢ozeltisi eklenerek karistirild:
ve +4 °C’de 20 dakika bekletildi. +4 °C’den ¢ikarilan 6rneklerin 1500 rpm’de 10 dakika
santrifilj edilerek silipernatant kisimlar1 atildi ve pelletleri tamamen siispanse edilerek
tizerlerine bastaki hacmin 2 kati kadar (15-20 ml) eritrosit parcalama ¢ozeltisi eklendi.
Ornekler 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve siiparnatantlar1 atilarak siispanse
edildi. Stispanse olan pellet iizerine 500 pl %10’luk SDS, 50 pl proteinaz K (20mg/ml)
ve 10 ml I6kosit parcalama ¢ozeltisi (WBL) eklenerek 56 °C su banyosunda 1 gece inkiibe
edildi. inkiibasyon sonras1 iizerlerine 3,7 ml 9,5 M Amonyum asetat ¢ozeltisi eklenerek
hafifce karistirildi ve 4500 rpm’de 20-30 dakika santrifiij edildi. DNA igeren iist kisim
falkon tlplere alindi ¢okelti atildi. Falkon tlipe alinan (st kismin Gizerine 2 kat1 hacimdeki
%99’luk etil alkol eklendi. Alkoliin eklenmesiyle yiizeye ¢ikmaya baslayan DNA bir
pipet ucuyla yakaland: ve 1,5 ml’lik ependorf tiipiine alind1. Uzerine dH20 eklendi ve
DNA c¢ozduruldi. DNA Kalitesinin belirlenmesi icin NanoDrop spektrofotometrede

konsantrasyon 6lglimleri yapildi. DNA’lar -20 °C’de saklandi.
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3.2.1.2. Kit ile DNA izolasyonu

Su banyosu veya 1s1 blogu 55 °C'ye ayarlandi. Ependorf tiipiine 200 pl kan ornegi
koyuldu. Ornege 20 pl Proteinaz K ve 20 pl RNase A eklendi. Kisa siireli olarak
vortekslendi ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. Uzerine 200 ul liziz/baglayici
tampon eklendi ve homojen bir solusyon elde edene kadar vortekslenerek iyice
karistirildi. Karisim 55 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra karisima 200
ul %96-100 etanol eklendi ve kisa siire vortekslenerek karistirildi. %96-100 etanol
yikama tamponu 1 ve yikama tamponu 2'ye eklendi, iyice karistirildi ve oda 1sisinda
sakland1. Liziz/baglayici tampon ve etanol ile hazirlanan karisim spin kolonuna eklendi.
Kolon oda 1si1sinda 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii atildi ve spin
kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirildi. Kolona 500 pl etanollii yitkama tamponu 1
eklendi. Kolon oda 1sisinda 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolon oda 1sisinda
8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tlpu atild1 ve spin kolon temiz bir toplama
tiiptine yerlestirildi. Kolona 500 ul etanollii yikama tamponu 2 eklendi. Kolon oda
1s1sinda maksimum hizda 3 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii atildi. Spin kolon steril
bir 1,5 ml’lik ependorfa yerlestirildi. Kolona 200 pl eliisyon tamponu eklendi. Oda
1s1sinda 1 dakika inkiibe edildi. Kolon oda 1sisinda maksimum hizda 1 dakika santrifiij
edildi. Bagka bir steril 1,5 ml'lik ependorfa tekrar 200 ul eliisyon tamponu eklendi ve
kolon oda 1sisinda maksimum hizda 1,5 dakika santrifiij edildi. Ependorf icinde DNA
bulunmaktadir. Kolon ¢ikarilir ve atilir. DNA’lar -20 °C’de sakland.

3.2.2. DNA KONSANTRASYONUNUN BELIiRLENMESI

DNA konsantrasyonunun ve safliginin tespit edilmesi igin spektrofotometrede 260 ve 280
nm dalga boyunda 15181 sogurma (OD) 6l¢iimii yapildi. 260nm'deki OD/280 nm'deki OD

orani hesaplanarak DNA'nin saflik derecesi bulundu.

Spektrofotometrik olarak 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan 6lgiimlerle
DNA’nin saflig1 ve konsantrasyonu belirlendi. 50pg/ml ¢ift iplikcikli DNA igeriginin 260
nm dalga boyunda 1 optik densite (OD) verdigi kabul edilmektedir. 260 nm’deki 6l¢tim

degeri asagidaki formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.



46

DNA o6rneklerinin safligt OD260/ OD280 orani kullanilarak belirlendi. Yeterince iyi
saflikta kabul edilen DNA’nin OD260/ OD280 degeri yaklasik 1.8’dir. Ortamda fenol
veya protein mevcutsa bu oran 1.8’den kiigiik olacaktir. OD260/ OD280 degeri 2’den

biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelir.

3.2.3. TRAIL C1595T (rs1131580) GEN BOLGESININ PZR ILE
COGALTILMASI

3.2.3.1. TRAIL C1595T (rs1131580) Gen Bolgesinin PZR ile Cogaltilmasinda

Kullanilan Primer Dizileri

TRAIL 1595 ilgili gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid dizisi
asagida verildigi sekildedir.

Ileri primer: 5°- TGA GCA CTA CAG CAA ACA TGA -3’
Geri primer: 5°- GCA CCA CTA AAA GAT CGC AGT -3’

3.2.4. TRAIL-DR4 C626G (rs20575) Gen Bolgesinin PZR ile Cogaltilmasi

3.2.4.1. TRAIL DR4 C626G (rs20575) Gen bélgesinin PZR ile Cogaltilmasinda

Kullanilan Primer Dizileri

TRAIL DR4 ilgili gen bélgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid dizisi
asagida verildigi sekildedir.

[leri primer: 5°-AAG GTC AAG GGA GAC GTC AGG -3’
Geri primer: 5’-GCT TCT GTG GTT TCT TTG AGG -3’
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3.25. POLIMERAZ ZINCIR REAKSIiYONU (POLYMERASE CHAIN
REACTIiON-PZR)’DA KULLANILAN KiMYASAL MADDELER VE PZR’IN
HAZIRLANISI

DNA Taq polimeraz enzimi (5 U/ul) (Intron Biotechnology, i-StarTaq™ DNA
Polymerase): PZR reaksiyonundaki son konsantrasyonu 1 iinite olacak sekilde 25 ul’lik

PZR reaksiyonuna eklendi.

3.2.5.1. PZR Karisimimin Hazirlanisi

Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde TRAIL i¢in Tablo 3.1’de belirtilen
bilesenler siras1 ile 0,5 ml’lik steril tiipe koyuldu. PZR karigiminin hazirlanma

islemlerinin hepsi buz iizerinde sogukta ve steril kabin igerisinde yapildi.

Tablo 3.1: PZR Karisiminin Icerigi

PZR dH,O | Mg Free | MgCI2 dNTP fleri primer | Geri primer Taq
Karisimi (10 pmol/ul) | polimeraz
25 mM) | (25 mM) | (10 pmol/pl)
(5 U/pl)
Miktar 17,5 ul 2,5 ul 1,75 ul 1,5ul 0,5 ul 0,5 ul 0,3 ul

Hazirlanan PZR karisimindan 6rnek sayist kadar 0,2 ml’lik tliplere 24 pl reaksiyon
karigimi dagitildi. Daha sonra her tiipe 1 ul DNA eklendi ve daha 6nceden 95 °C sicakliga
cikarilmis PZR cihazina (Biorad Thermal Cycler) 6rnekler yerlestirildi ve PZR islemi
baglatildi.

3.2.5.2. PZR Kosullar:

TRAIL 1595 gen polimorfizmini tespit etmek i¢in kullanilan ileri ve geri primerler i¢in

annealing derecesi optimize edilerek 57 °C sicaklik kullanildi (Tablo 3.2).
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TRAIL 1595 gen polimorfizmini tespit etmek icin kullanilan ileri ve geri primerler icin

annealing derecesi optimize edilerek 58 °C sicaklik kullanildi (Tablo 3.3).

Tablo 3.2: TRAIL C1595T Gen Polimorfizmi incelemesi icin PZR Reaksiyon
Kosullarn

On Denattirasyon 95 °C 5 dk
Denaturasyon 94 °C 45 sn
Primer Baglanmasi 58 °C 45 sn 35 DOngu
Zincir Uzamasi 72°C 45 sn
Son Uzama 72°C 5dk

Tablo 3.3: TRAIL DR4 C626G Gen Polimorfizmi incelemesi i¢cin PZR Reaksiyon

Kosullar:
On Denatiirasyon 95°C 5 dk
Denatirasyon 94 °C 45 sn
Primer Baglanmasi 59°C 45 sn 35 Dongu
Zincir Uzamasi 72°C 45 sn
Son Uzama 72°C 5dk
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3.2.6. %2’LIK AGAROZ JEL HAZIRLANMASI

4 gr agaroz (Promega MBG) tartilarak erlen icine koyuldu. Uzerine son hacim 200 ml
olacak sekilde 1xTBE tamponu eklenerek, mikrodalga firinda kaynatma yolu ile
¢ozdiriildii. Erlenin sicakligi elle tutulabilecek sicakliga distiigiinde (50-55 °C)
¢cOzlinmils agaroz jel igine 4,5 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) ilave edildi. Hazirlanan jel
yatay jel yatagi icine dokdilerek, yukleme kuycuklarinin olusmast icin tarak yerlestirilerek
donmaya birakildi. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel 6rnek yiklenmesi

i¢in hazir duruma geldi.

3.2.6.1. PZR Uriinlerinin %2’lik Jele Y uklenmesi

%?2’lik jel hazirlandiktan sonra 1xTBE tamponu igeren jel tanki i¢ine uygun sekilde
koyuldu. Agaroz jelin Uzerini 2-3 ml gegecek sekilde 1XTBE tamponu jel iizerine
eklendi. 7 ul PZR driniine, 3 ul 6xLoading Dye (Intron Biotechnology) eklenip pipetleme
yapilarak karistirildi.

10 pl’lik 6rnek karisimi kuyucuklara sirastyla yiiklendi. Yiikleme isleminden sonra jel
tankinin kapagi kapatildi. Gii¢ kaynagi (E-Capparatus Corporation, E-C4000P) 250
miliamper 120 volt elektrik glclne ayarlanarak elektroforez jel yurutilmesi

gercgeklestirildi.

3.2.6.2. PZR Urunlerinin Kontroli

TRAIL 1595 ve TRAIL DR4’e ait hedef gen bdlgeleri ile ilgili PZR iiriinlerinin olusup
olusmadigini kontrol etmek amaciyla PZR tiiplerinden alman 7 pl 6rnek 3 pl 6xLoading
Dye (Intron Biotechnology) ile karistirilarak yukarida tanimlanan elektroforez sisteminde
yuriitiildii. Yiirtitme isleminden sonra jel UV 1s1k altinda (304 nm dalga boyunda) PZR

urtinleri incelendi ve fotografi UV transilliminator diizeneginde ¢ekildi. PZR
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reaksiyonlart sonucu TRAIL geninden 391 b¢’lik, TRAIL DR4 geninden ise 220 bg’lik

bir Uriin elde edilmesi beklendi.

3.2.7. TRAIL GENI 5 iNCI EKZON 3°UTR BOLGESININ PCR URUNLERINDE
RSA I ENZIiM KESIiMi

3.2.7.1. Rsal Enzim Kesiminde Kullanilan Enzimler ve Kimyasal Maddeler
Rsal Kesim enzimi (10 U/ul) (Thermo Fisher Scientific):

Rsal enzimi 10X Buffer Tango tamponu ile birlikte kullanildi. Rsal enziminin tanidig:

dizi ve kesim yeri:
5...GT lA C...»
3...CA IT G...5
3.2.7.2. Rsal Enzim Kesimi

PZR iiriinii saptanmis 6rneklerden toplam hacmi 10 pl olacak sekilde restriksiyon enzim
kesimi Tablo 4’de belirtilen ¢ozeltilerin ve Rsal enziminin sirasiyla eklenmesi ile
gerceklestirildi. 391 baz ciftlik PZR {iriinii kesimi Rsal enzimiyle 37 °C’de 2,5 saat
inkiibe edilerek gergeklestirildi.

Tablo 3.4: Rsal enzim kesimi icerigi

Kesim dH.O 10X Buffer Rsal enzimi PZR Grint
Karisimi Tango
Tamponu (10 U/
Miktar 1,5l 1,4 ul 0,3 ul 5ul

3.2.7.3. %2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

6 gr agaroz (Promega MBGQG) tartilarak erlen igine koyuldu. Uzerine son hacim 200 ml
olacak sekilde 1xTBE tamponu eklenerek, mikrodalga firinda kaynatma yolu ile
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¢Ozduraldi. Erlenin sicaklig: elle tutulabilecek sicakliga diistiigiinde (50-55°C) ¢oziinmiis
agaroz jel i¢ine 4,5 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) ilave edildi. Hazirlanan jel yatay jel
yatagl icine dokiilerek, yiikleme kuycuklarinin olusmasi igin tarak yerlestirilerek
donmaya birakildi. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel 6rnek yiklenmesi

i¢in hazir duruma geldi.
3.2.7.4. Rsal Enzim Uriinlerinin %2’lik Jele Y Uklenmesi

%3’ 1tk agaroz jel hazirlandiktan sonra Rsa I kesim enzimi ile kesilen PZR iiriiniinden 5
ul ve 2 pl 6xLoading Dye (Intron Biotechnology) alinarak karistirilip %2’lik agaroz
jeldeki kuyulara yiikleme yapildi. Kesim iiriinleri DNA molekiiler marker (GeneDirex
100 b¢ DNA Ladder RTU) ile birlikte 37°C de 1 saat yiiriitiildii. Yiiriitme sonras1 jel
tizerindeki bantlar UV 11k (304 nm) altinda incelendi.

3.2.7.5. Rsal Enzim Kesim Uriinlerinin Degerlendirilmesi ve Kontrolil

C/T mutasyonu varhiginda TRAIL 5. ekzonun 3’-UTR bdlgesinde birden fazla Rsal kesim
bolgesi olusmaktadir. C/C genotipi i¢in PZR kesim diirlinleri 332 b¢ ve 59 beg
blyukltginde iki bant verirken, homozigot T/T mutasyonu iceren PZR kezim urunleri
186 bg, 146 b¢ ve 59 b¢ olmak Uzere U¢ bant verir. Heterozigot C/T mutasyonu igeren
PZR kesim iiriinleri ise 332, 186, 146 ve 59 bg olmak tizere dort band verir (Sekil 3-1).

Yiiriime yonii PZR Uriinii C/C C/T T/T Yiikleme kuyusu
[ | [ | | J
391 be I
332 bg B .
186 bg I
146 be I .
v
59 be I N

Sekil 3-1: TRAIL geni 5. Ekzon 3’-UTR bolgesi PZR Urununin ve Rsal enzim

kesimini takiben olusan bantlarin agaroz jeldeki muhtemel sematik goriintiisii
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3.2.8. TRAIL-DR4 4. EKZON 3°UTR BOLGESINIiN PCR URUNLERINDE Dralll
ENZIM KESiMi

3.2.8.1. Dralll Enzim Kesiminde Kullanilan Enzimler ve Kimyasal Maddeler
Dralll Kesim enzimi (10 U/ul) (Thermo Fisher Scientific):

Dralll enzimi 10X Buffer G tamponu ile birlikte kullanildi. Dralll enziminin tanidigi dizi

ve kesim yeri:

5..CACNNNG '[lG...3’

3...GTG ll NNCAC..»

3.2.8.2. Dralll Enzim Kesimi

PZR iiriinii saptanmis 6rneklerden toplam hacmi 10 pl olacak sekilde restriksiyon enzim
kesimi Tablo 3.5’de belirtilen ¢ozeltilerin ve Dralll enziminin sirasiyla eklenmesi ile

gerceklestirildi. 220 baz ¢iftlik PZR iiriinti kesimi Dralll enzimiyle 37 °C’de 90 dakika
inkiibe edilerek gergeklestirildi.

Tablo 3.5: Dralll enzim kesimi icerigi

Kesim dH20 10X Buffer G Dralll enzimi PZR Grini
Karisim Tamponu
(10 U/ul)

Miktar 4,5 Wl 0,5 ul 0,3 ul 5ul
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3.2.8.3. %2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

6 gr agaroz (Promega MBG) tartilarak erlen icine koyuldu. Uzerine son hacim 200 ml
olacak sekilde IXxTBE tamponu eklenerek, mikrodalga firinda kaynatma yolu ile
¢Ozduruldu. Erlenin sicakligi elle tutulabilecek sicakliga diistiigiinde (50-55°C) ¢dziinmiis
agaroz jel i¢ine 4,5 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) ilave edildi. Hazirlanan jel yatay jel
yatagi icine dokiilerek, ylikleme kuycuklarinin olusmasi icin tarak yerlestirilerek
donmaya birakildi. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel 6rnek yiklenmesi

i¢in hazir duruma geldi.

3.2.8.4. Dralll Enzim Uriinlerinin %2’lik Jele Yiklenmesi

%3’liik agaroz jel hazirlandiktan sonra Dralll kesim enzimi ile kesilen PZR Grlinlinden 5
ul ve 2 pl 6xLoading Dye (Intron Biotechnology) alinarak karistirilip %2’lik agaroz
jeldeki kuyulara yiikleme yapildi. Kesim drtinleri DNA molekiler marker (Fermentas
pUC 19/Mspl 100 bg) ile birlikte yiriitiildii. Yiirlitme sonrasi jel lizerindeki bantlar UV
151k (304 nm) altinda incelendi.

3.2.8.5. Dralll Enzim Kesim Uriinlerinin Degerlendirilmesi ve Kontrolii

C/G mutasyonu varliginda (arginin aminoasidi treonine doniisiir) TRAIL-DR4 geni 4.
ekzonu 3’-UTR Dbolgesinde birden fazla spesifik Dralll enzimi kesim bdlgesi
olusmaktadir. C/C (wild type) varyanti “°PZR kesim firiinleri’” 164 b¢ ve 56 bg
blyukliglnde iki bant verirken, homozigot G/G varyanti PZR kesim {iriinleri 220 bg
olmak {izere tek bant, heterozigot C/G varyanti PZR kesim firiinleri ise 220 bg, 164, 56
be’lik tek bir bant verir (Sekil 3.2)
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Yurame Yonu. PZR Urlind CIC CIG GIG

Sekil 3.2: TRAIL-DR4 geni 4. Ekzon 3’-UTR bolgesi PZR Grinunin ve Dralll
enzim kesimini takiben olusan bantlarin agaroz jeldeki muhtemel sematik

goruntasu

3.3. TRAIL PLAZMA DUZEYI ELISA OLCUMU

“’Abcam Human TRAIL ELISA’ kiti kullanilarak hasta/kontrol plazma orneklerinde
sandvi¢ ELISA metodu ile TRAIL diizeyleri 6l¢timii yapildi.

3.3.1 Metod Prensibi

Plazma o6rnegi eldesi icin EDTA’l1 tiipe alman tam kan ornekleri 1000g 15 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant ependorflara alinarak ¢alisma giintine kadar -20

derecede saklandi. Calisma giinlinde reaktif ve 6rnekler oda sicakligina getirildi.

Referans standarttan 1ml alinarak Gzerine 1 ml 6érnek diluenti eklendi. 10 dk beklendikten
sonra alt {ist edilerek homojenizasyonu saglandi. Tamamen c¢oziinen stok standardin

konsantrasyonu 1000 pg/ml olarak elde edildi. Seri diliisyonlar yapilarak 1000-500-250-
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125-62,5-31,25-15,63-0 pg/ml lik standardlar hazirlandi. 30 m1’lik yikama soltisyonu 720
ml distile su ile dille edildi. Konsantre biyotinize antikor (10X), antikor diltenti ile 1/10
oraninda diliie edildi. Konsantre HRP Konjugat: (100X, 120uL), spesifik diltenti ile
1/100 olarak sulandirildi.

Hazirlanan standard ve plazma ornekleri, insan TRAIL monoklonal antikoru kapli plate
kuyucuklarina eklendi, inkiibe edildi. Ornek yiiklii kuyucuklarin her birine biyotinize
edilmis TRAIL spesifik sekonder antikor ve avidin- Horseradish Peroksidaz (HRP)
konjugati eklendi ve inkiibe edildi. Baglanmayan antikorlar yikama prosediirii ile
uzaklastirildi. Yikama islemini takiben her kuyucuga substrat eklendi. Kuyucuklarda
meydana gelen mavi renk enzim-substrat reaksiyonunu durduran stop soliisyonun
eklenmesi ile sar1 renge doniisti. 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik okuma
yapildi. Her Ornege ait optik dansite degerleri (OD) ile dogru orantili olan TRAIL

diizeyleri kantitatif olarak standard egrisi kullanilarak hesaplandi.

3.4. BULGULARIN iSTATISTiK DEGERLENDIRME METODLARI

Bu caligmanin istatistiksel analizleri SPSS 7,5 paket programi kullanilarak yapilmistir.
Istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak almmus olup TRAIL, TRAIL DR4 genotipleri

ile allellerinin gorilme sikligimin, gruplar arasi farkliliklarla beraber degerlendirilmesinde

Ki Kare (Xz), sayisal verilerin analizi i¢in ise student-t testi kullanilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. PCR URUNLERININ KONTROLUNE AiT BULGULAR
4.1.1. TRAIL ekzon 5’in 3°’UTR bdélgesinin PZR iiriinii ile ilgili bulgular

TRAIL ekzon 5’in 3’UTR bolgesi PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde yliriitiilerek kontrol
edildi. Agaroz jelde 391 bg’lik spesifik PCR rtinline ait bant elde edildiginin g6zlenmesi

tizerine Rsal enzimi ile kesim yapild1 (Sekil 3.3).

391 bg

100 bg

Sekil 3.3: TRAIL ekzon 5 3°UTR bélgesi PZR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki
gorantisd. Marker: GeneDirex 100 bp DNA Ladder RTU
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4.1.2. TRAIL-DR4 ekzon 4’iin 3°’UTR bélgesinin PZR iiriiniine ait bulgular

TRAIL-DR4 ekzon 4’tin 3’UTR bdlgesi PzR f{iriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
kontrol edildi. Agaroz jelde 220 bg¢’lik spesifik PZR fiirliniine ait bant elde edildiginin

g6zlenmesi Gzerine Dralll enzimi ile kesim yapild1 (Sekil 3.4)

100 bg

Sekil 3.4: TRAIL-DR4 ekzon 4 3’°UTR bdlgesinin PZR iiriinlerinin %?2’lik agaroz
jel goriintii bulgulari. Marker: GeneDirex 100 b¢ DNA Ladder RTU

4.1.3. TRAIL C1595T Rsal enzim kesim iiriinlerinin %2’lik agaroz jel goriintii
bulgulari. Marker: GeneDirex 100 b¢ DNA Ladder RTU

TRAIL geni 5. ekzon 3’-UTR bolgesine ait PZR runleri %3luk agaroz jele yuklenip
kontrol edilmesini takiben, PZR Grlnlerinin Rsa I ile enzim kesimi gerceklestirildi. Rsa |
enzim kesimi sonrasi kesim {irlinleri %2’lik agaroz jel elektroforezde yiiriitiildii. Rsa I
enzim kesimi sonrasi agaroz jelde yurutilen PZR drtinlerinden CC genotipinin 332 bg ve
59 bg buydkliglnde iki band verdigi gézlendi. TT genotipinde 186 b¢, 146 bg ve 59 bg



100bg
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biiytlikliigiinde olmak {izere 3 band saptandi. CT genotipinin ise 332, 186, 146, ve 59 b¢
bliyiikliigiinde 4 band verdigi saptandi (Sekil 3.5).

Marker 1:TT 2:CC 3:CT 4: CC 5:CC

Sekil 3.5: TRAIL C1595T kesim iiriinleri genotiplerine ait agaroz jel bulgular

332 bg

59 be




59

1: pUC19/Msp1 Marker, 2: TT homozigot, 3,4: CC homozigot, 5: CT heterozigot
6: CC homozigot  7: TT homozigot 8: CT heterozigot

Yildiz et al. (2010) Is there any correlation between TNF-related apoptosis- inducing
ligand (TRAIL) genetic variants and breast cancer? Arch Med Sci 6, December/2010

4.1.4. TRAIL-DR4 C626G Dsalll enzim kesim iiriinlerinin %3’liik agaroz jeldeki

goruntd bulgular:

TRAIL-DR4’lin 4. ekzon 3’-UTR bdlgesine ait PZR Urlnlerinin %22lik agaroz jele
yiiklenip kontrol edilmesini takiben, PZR {irlinlerine Dralll ile enzim kesimi uygulandi.
Dralll enzim kesimi sonrast elde edilen kesim iiriinleri %3’liik agaroz jel elektroforezde
yurataldd. Agaroz jelde yiratulen PZR drunlerinden CC genotipinin 164 bg ve 56 bg
bliyiikliigiinde iki band verdigi gozlendi. GG genotipinde, 220 bg biiyiikliigiinde olmak
uzere tek band saptandi. CG genotipinin ise 220 bg, 164 bg, 56 bg biiyiikliigiinde 3 band
verdigi saptandi (Sekil 3.6).



100 bg

e G

60

220 bg

164 bg

56 bg

1 21 3[4 5 [6 |7 ]8]9 10[11[12[13]14]15
Marker | CG |[CC |[CG|CC |[CG|CG|CC|CC|CG|CG|CC|CG|GG |GG
GG: 220 bg CG: 220 bg, 164 bg, 56 bg CC: 164 bg, 56 bc

Sekil 3.6: TRAIL-DR4 C626G kesim iiriinleri genotiplerine ait agaroz jel bulgular:
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S87 bp
458 bp
434 bp
298 bp
267 bp

174 bp 164 bp

102 bp
80 bp

56 bp

GG GC CcC

PCR Product

;
E
-
=
S
)
2

Tastemir-Korkmaz,D., Demirhan,O., Kuleci,S. and Hastirk,S. (2013) There is no
significant association between death receptor 4 (dr4) gene polymorphisms and lung
cancer in Turkish population. Pathol. Oncol. Res., 10.1007/s12253-013-9643-z.
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4.2. KLINIiK VE DEMOGRAFIK VERILERIN ISTATISTIK
DEGERLENDIRMESI iLE ELDE EDIiLEN BULGULAR

Calisma grubuna dahil edilen mide kanserli olgularin (n=50) ve kontrol grubunun yas ve
cinsiyet dagilimlar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir. Buna gore mide kanserli hastalarin %24’
erkeklerden, %76’s1 kadinlardan; kontrol grubunun ise %38,7’si erkeklerden, %61,3’1
kadinlardan olugmaktaydi. Gruplar yas parametresine gore degerlendirildiginde, hasta
grubunda yas ortalamasi 58,48+11,32; kontrol grubu yas ortalamasi ise 53,81+ 15,19
olarak saptandi. Hasta ve kontrol grubu arasinda yag ve cinsiyet parametreleri agisindan

istatistiksel anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05) (Tablo 4.1)

Tablo 4.1: Calisma grubunun yas ve cinsiyet verileri.

Hasta (n=50) Kontrol (n= 163) p
Yas
58,48 £ 11,32 53,81 £ 15,19 p>0,05
Ortalama + (S.D)
Kadin 38 (76) 100 (61,3)
Cinsiyet
p>0,05
n (%)
Erkek 12 (24) 63 (38,7)

n: birey sayisi; tablodaki degerler X+SE olarak verilmistir; gruplararasi analiz student t

testi ve Ki Kare (XZ ) ile gergeklestirilmistir.



Tablo 4.2: Mide kanseri hastalarinin klinik verileri.

Klinik veriler %
TUmor Evresi
I 1(2)
I 3 (6)

1l 22 (44)

v 24 (48)
Lenf Nodu Metastaz

NO 5 (10)
N1 12 (24)
N2 21 (42)
N3 12 (24)

Uzak Metastaz

Var 13 (26)

Yok 37 (74)
Tumor Lokalizasyonu
Kardiya % (8,7)
Artnum % (30,4)
Korpus % (43,5)
Diger % (17,4)
Perinéral invazyon
Var % (12)
Yok % (88)
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Tumor Histolojisi

Adenokarsinom % (61,1)

Tash yiiziik % (38,9)

Calisma grubuna dahil edilen mide kanserli olgularda hastaligin klinik bulgular1 Tablo
4.2’de gosterilmistir. TUmMOr evresi parametresine gore mide kanserli olgularin %2’si T1,
%31 T2, %22’s1 T3, %48°1 T4 olarak bulundu. “Lenf nodu metastazina’’ gore olgularin
%10’u NO, %241 N1, %42°si N3, %24’ N4 olarak degerlendirildi. Hastalarin %26’ 1inda
uzak metastaz saptandi. Timor lokalizasyonu degerlendirmesine goére olgularin
%S8,7’sinde kardiya, %30,4’linde antrum, %43,5’unda korpus yerlesimli ve %17,4’linde
diger alanlarda olmak iizere tiimér mevcuttu. Hastalarin %12’sinde perindral invazyon
vardi. Timor histolojisine gore olgularin %61,1’inde adenokarsinom, %38,9’unda tagh

yliziik hiicreli timor saptandi (Tablo 4.2).

Tablo 4.3. Mide Kanseri Hasta ve Kontrol Grubunda TRAIL 1595 C/T

Polimorfizmine Ait Genotip ve Allel Dagilimlar

Hasta Kontrol
Genotip ve Allel n (%) n (%) P
Genotip Frekansi
CC (%) 30 (60) 96 (58,9)
TT (%) 5(10) 7(4,3) =0,256
CT (%) 15 (30) 60 (36,8)
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Allel Frekansi
C (%) 75 (75) 252 (77,3)
T (%) 25 (25) 74 (22,7) =0,633

Calisma grubuna dahil edilen hasta ve kontrol grubunun TRAIL 1595 C/T
polimorfizmlerin ait genotip ve allel dagilimlar1 Tablo 4.3’te gosterilmistir. Hasta
grubunda allel dagilim frekanslar1 %75 C, %25 T alleli, kontrol grubunda ise %77,3 C,

%229 T alleli olarak bulunmustur. Hasta ve kontrol gruplarina ait allel frekans
dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p= 0,256). Hasta
grubu genotip frekans dagilimlar1 %60 CC, %10 TT, %30 CT olarak bulunmustur. Hasta
grubunda ise genotip frekansi dagilimlar1 %58,9 CC, %4,3 TT, %36,8 CT olarak
bulunmustur. Gruplar aras1 genotip frekans dagilimlar arasinda istatistiksel anlaml1 fark

bulunamamustir (p= 0,633) (Tablo 4.3).

Tablo 4.4. Mide Kanseri Hasta ve Kontrol Grubunda TRAIL DR-4 C626G

Polimorfizmine Ait Genotip ve Allel Dagilimlari

Hasta Kontrol
Genotip ve Allel n (%) n (%) P
Genotip Frekansi
GG (%) 20 (40) 56 (34,4)
GC (%) 20 (40) 87 (53,4) =0,189
CC (%) 10 (20) 20 (12,3)
Allel Frekansi
G (%) 60 (60) 199 (61)

C (%) 40 (40) 127 (39) =0,851
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Calisma grubuna dahil edilen hasta ve kontrol grubunun TRAIL DR-4 polimorfizmlerine
ait genotip ve allel dagilimlar1 Tablo 4.4’te gosterilmistir. Hasta grubunda allel dagilim
frekanslart %60 G, %40 C alleli, kontrol grubunda ise %61 G, %39 C alleli olarak
bulunmustur. Hasta ve kontrol gruplarina ait allel frekans dagilimlari arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunamamuistir (p= 0,851) (Tablo 4.4).

Hasta grubu genotip frekans dagilimlar1 %40 GG, %40 GC, %20 CC olarak bulunmustur.
Hasta grubunda ise genotip frekansi dagilimlar1 %34,4 GG, %53,4 GC, %12,3 CC olarak
bulunmustur. Gruplar arasi genotip frekans dagilimlari arasinda istatistiksel anlaml1 fark

bulunamamistir (p=0,189) (Tablo 4.4).

Tablo 4.5: TRAIL 1595 C/T polimorfizmi genotiplerinin hastalarin klinik verileri

iizerinde dagilimi.

Klinik Parametreler/ CcC CT TT p
Genotipler
(%) (%) (%)
Cinsiyet
Kadin 9 (75) 1(8,3) 2 (16,7)
Erkek| 21 (55,3) 14 (36,8) 3(7,9) p>0,05

TUmor Evresi

IV 27 (58,7) 14 (30,4) 5 (10,9)

| 3(75) 1 (25) 0(0) p>0,05

Lenf Nodu Tutulumu

N+| 26(57,8) 14 (31,1) 5 (11,1)

N-|  4(80) 1 (20) 0 (0) p>0,05
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Uzak Metastaz

Var| 7(53,8) 4 (30,9) 2 (15,4)

Yok| 23(62,2) 11 (29,7) 3(81) p>0,05
Perinéral invazyon

Var| 4(66,7) 2 (33,3) 0 (0)

Yok| 26 (59,1) 13 (29,5) 5(11,4) p>0,05

TRAIL 1595 C/T polimorfizmi genotiplerinin hastalarin klinik verileri tizerindeki
dagilimlar1 Tablo 4.5’te gosterilmistir. Hasta grubunda kadmlarm genotip dagilim
ylizdeleri sirasiyla %75 CC, %8,3 CT, %16,7 GT; erkeklerde ise genotip dagilim
ylizdeleri %55,3 CC, % 36,8 CT, %7,9 TT olarak bulunmustur. Genotip dagilimlari
acisindan kadin ve erkek hastalar arasinda istatististiksel olarak anlamli fark

bulunmamastir (p>0,05).

Timor evresi 3 ve 4 olan hasta grubunda genotip dagilim yiizdeleri %58,7 CC,
%30,4 CT, %10,9 CT olarak bulunmustur. Tiimor evresi 1 ve 2 olan hasta grubunda ise
genotip dagilimlar1 %75 CC, %25 CT olarak bulunmustur. Bu grupta TT genotipi varligi
saptanmamigtir. TUmOr evrelerine gore olusturulan gruplarin genotip dagilimlar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir (p>0,05).

Lenf nodu tutulumu varligi ve yokluguna gore genotip dagilim yuzdeleri,
tutulumu olan grupta %57,8 CC, %31,1 CT, %11,1 TT — tutulum olmayan grupta %80
CC, %20 CT olarak bulunmustur. Tutulum olmayan grupta TT genotigi varligi
saptanmamugtir. Gruplar arasi genotip dagilimlar1 arasinda istatistiksel anlamli fark

bulunamamustir (p>0,05).

Uzak metastaz varlig1 ve yokluguna gore genotip dagilim yiizdeleri, metastaz

olmayan grupta %62,2 CC, % 29,7 CT, % 8,1TT ; metastaz olan grupta ise %53,8 CC,
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%30,9 CT, %I15,4 TT olarak bulunmustur. Gruplarin genotip dagilimlari arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 4.5).

Perintral invazyon varligi ve yokluguna gore genotip dagilim ylzdeleri, perinoral

invazyon olmayan grupta %59,1 CC, %29,5 CT, %11,4 TT, perindral invazyon olan

grupta %66,7 CC, %33,3 CT olarak bulunmustur. Bu grupta TT genotipi varlig

saptanmamustir (Tablo 4.5).

Tablo 4.6: TRAIL DR-4 polimorfizmi genotiplerinin hastalarin klinik verileri

iizerinde dagilimi.

Klinik Parametreler/ Genotipler GG GC CcC
(%) (%) (%) p
Cinsiyet
Kadmn 6 (50) 4 (33,3) 2 (16,7)
Erkek| 14 (36,3) 16 (42,1) 8 (21,1) p>0,05
TUmOr Evresi
AV 18(39,1) 18 (39,1) 10 (21,7)
11 2 (50) 2 (50) 0 (0) p>0,05
Lenf Nodu Tutulumu
N+| 19 (42,2) 17 (37,8) 9 (20)
N- 1 (20) 3(60) 1 (20) p>0,05
Uzak Metastaz
Var 8 (61,5) 5(38,5) 0 (0)
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Yok| 12 (32,4) 15 (40,5) 10 (27) 0>0,05
Perinéral invazyon

var|  0(0) 3 (50) 3 (50)

Yok| 20 (45,5) 17 (38,6) 7 (15.9) 0>0,05

TRAIL DR-4 polimorfizmi genotiplerinin hastalarin klinik verileri tizerindeki
dagilimlar1 Tablo 4.6’da gosterilmistir. Hasta grubunda kadinlarin genotip dagilim
ylizdeleri sirasiyla %50 GG, %33,3 GC, %16,7 CC — erkeklerde ise genotip dagilim
yuzdeleri %36,8 CC, %42,1 CT, % 21,1 TT olarak bulunmustur. Genotip dagilimlari
acisindan kadin ve erkek hastalar arasinda ‘“istatististiksel olarak anlamli fark

bulunmamistir’” (p>0,05).

Tiimor evresi 3 ve 4 olan hasta grubunda “genotip dagilim yiizdeleri’” %39,1 GG,
%39,1 GC, %21,7 CC olarak bulunmustur. Tiimor evresi 1 ve 2 olan hasta grubunda ise
genotip dagilimlar1 %50 GG, %50 GC olarak bulunmustur. Bu grupta CC genotipi varligi
saptanmamigtir. TUmOr evrelerine gore olusturulan gruplarin genotip dagilimlari arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0,05).

Lenf nodu tutulumu varlig1 ve yokluguna gore genotip dagilim yiizdeleri, tutulumu olan
grupta %42,2 GG, %37,8 GC, %20 CC — tutulum olmayan grupta %20 GG, %60 GC,
%20 CC olarak bulunmustur. Gruplar arasi1 genotip dagilimlart arasinda istatistiksel

anlamli fark bulunamamistir (p>0,05).

Uzak metastaz varlig1 ve yokluguna gore genotip dagilim yiizdeleri, metastaz
olmayan grupta %32,4 GG, % 40,5 GC, % 27 CC ; metastaz olan grupta ise %61,5 GG,
%38,5 GC olarak bulunmustur. Bu grupta CC genotipine rastlanmamustir. Gruplarin

genotip dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamuistir (p>0,05).

Perindral invazyon varligi ve yokluguna goére genotip dagilim yiizdeleri, perindral

invazyon olmayan grupta %45,5 GG, %38,6 GC, %15,9 CC, perinoral invazyon olan
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Grupta % 50 GC, % 50 CC olarak bulunmustur. Bu grupta GG genotipi varligi
saptanmamistir. Gruplarin genotip dagilimlar1 arasinda istatistiksel anlamli fark

bulunamamistir (p>0,05) (Tablo 4.6).

Tablo 4.7: Hasta ve kontrol grubunda TRAIL serum duzeyleri.

Serumda Hasta Kontrol p
TRAIL duzeyi 490,74 + 196 641,07 £ 56,93 =0,331
(pg/ml)

Hasta ve kontrol grubu serum TRAIL diizeyleri Tablo 4.7°de gosterilmistir. Hasta
grubunda serum TRAIL dizeyleri 490,74+ 196 pg/ml, kontrol grubunda ise
641,07+56,93 pg/ml olarak bulunmustur. Gruplarin serum TRAIL diizeyleri arasinda
anlamli fark saptanmamistir (p=0,331) (Tablo 4.7).
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5. TARTISMA

Fizyolojik kosullar altinda immiin sistem, tiimoral transformasyona ugrayan
hiicreleri TRAIL araciligiyla indiiklenen apoptotik stirece yonlendirerek anormal hiicre
biiylimesini kontrol altinda tutar. TRAIL/APO2L, TNF siiperailesinden olup kanser
hlcrelerini spesifik olarak yok eden tip Il transmembran bir proteindir. Rekombinant
TRAIL’in farelerde yapilan ¢alismalarda tumor biyumesini baskiladigi ve yasam siresini
uzattig1 gosterilmistir. Bu nedenle TRAIL yolag: anti-kanser tedavilerde umut verici bir
hedef olarak gortulmektedir (173).

TRAIL, reseptorleri olan DR4 (TRAIL-R1) ve DR5’e (TRAIL-R2) (intraselller
olim domaini igerirler) baglanarak kaspaz-8 ve Fas-iligkili 6liim domaini (FADD)
aracilig1 ile apoptotik yolag: aktive eder. Devaminda, 6lim-indikleyici sinyal kompleksi
(DISC) olusur, bu da diger downstream kaspazlar aktive ederek htcre 6limine yol acar.
Bunun disinda sagkalim ve hiicre proliferasyonunu NF-kB, protein kinaz B/Akt ve MAP-
Kinaz yolaklarinin aktivasyonu {iizerinden uyarmaktadir. TRAIL geni, 3q26
kromozomunda yer alan ve yaklasik olarak 1,77 kb mRNA kodlayan 5 ekzona, 4 introna
sahip bir gendir. Yapilan caligmalarda translasyona ugramayan 3’ bolgenin (3°’UTR)
TRAIL gen duzenlenmesinde 6nemli bir roll oldugu gosterilmistir. TRAIL ekzonlarinda
bir¢cok farkli tek niikleotid polimorfizmi (SNP) saptanmis olup bunlarin 4’ 3’UTR
bolgesinde 1289 (C1289A),1525 (G1525A), 1588 (G1588A) ve 1595 (C1595T)
lokuslarindadir. Diger iki SNP’nin ise 1192 ve 5912 bolgelerinde ekzon 1°de oldugu
gosterilmistir. Bu iki varyasyonda aminoasit sekans1 degismemektedir. Son zamanlarda,
farkli tiimor tiplerinde TRAIL yolagindaki SNP’lerin prognostik 6nemine odaklanan
caligmalar yapilmaktadir (173).

5 adet TRAIL reseptori mevcuttur. Bunlardan biri olan TRAIL DR4 (TRAIL-
R1), TNF reseptor ailesi iiyesi olup gorevi, eksojen uyartyl transmembran ylizey
reseptorleri araciligiyla oliim sinyallerini Ureten ve kontrol eden hiicre ici sinyal
yolaklarina baglamaktir. Bu yolaklar major olarak ekstrinsik apoptotik sinyal
yolaklaridir. DR4 sisteince zengin ekstraseliiler ligand baglayici1 bolge ve apoptoz

indUkleyici sitoplazmik 6lim domaini igeren tek transmembran heliks yapida bir
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proteindir. Olum reseptor sinyal iletimindeki herhangi bir aksama apoptoza direngle
sonuclanabilir. Bu durum kanseri tetikleyen hiicresel savunma defektlerinden biridir
(174). Bu nedenle 6lum reseptorlerinde meydana gelen epigenetik degisikliklerin
fonksiyon kaybi veya protein downregiilasyonu ve dolayisiyla suboptimal apoptotik
kapasite ile iligkili oldugu ileri siiriilmektedir. Ozellikle reseptdrlerde meydana gelen tek
nukleotid polimorfizmlerinin  (SNP) fonksiyonel degisimlere yol agarak kanser
patogenezinde onemli rol oynadig diislinilmektedir. Farkli kanser tiirlerinde yapilan
calismalarda bu degisimlerin varligi ile kanser riski arasinda iligki oldugu gosterilmistir.
DR4 ektodomaininde meydana gelen DR4 C626G (rs4871857), A683C (rs17088993) ve
A1322G (rs2230229) polimorfizmlerinin farkli kokenlere ait primer tiimdrlerde, kontrol
olgulara gore daha yiiksek siklikta oldugu gdsterilmistir. Bu polimorfizmlerin sirasiyla,
DR4 ektodomaininde, sisteince zengin ekstraseliiler domainde ve DR4 6lim domaininde
(DD) oldugu saptanmustir (173).

Timirci-Kahraman ve arkadaslari, 91 mesane kanserli hastada TRAIL C1595T ve
TRAIL-DR4 C626G polimorfizmleri ile mesane kanseri riski ve Kklinik parametreler
arasindaki iligkiyi incelemis, kontrol grubu ile hasta grubuna ait TRAIL C1595T genotip
frekanslar1 arasinda anlamli fark bulmuslardir. TRAIL 1595TT genotipinin kontrol
grubunda 6.9 kat daha yiliksek oldugu saptanmistir. TRAIL 1595CT genotipi mesane
kanserli hastalarda kontrol grubuna kiyasla 1.9 kat daha yiiksek bulunmustur. TRAIL C
alleli varligr mesane kanseri gelisimi i¢in “yiiksek risk faktoriidiir’’. Ayrica gézlenen
genotipler ile TRAIL-DR4 626 C/G allel frekanslar1 tim gruplarda Hardy-Weinberg
esitligi ile uyumlu bulunmustur. TRAIL 1595C/T ve DR4 626 C/G genotipleri ile timor
karakteristikleri ve klinik parametreler arasindaki iligski incelenmistir. “Yiiksek grade
mesane tiimorlii hastalarda’> DR4 GG genotipi, diisiik grade hastalardan istatistiksel
anlamli olarak 2.1 kat yiiksek bulunmustur. DR4 GG genotipinin kanser gelisiminde risk
faktorii olmaktan ¢ok klinik olarak kotii prognostik faktor oldugu saptanmistir. Diisiik
grade hastalarda ise DR4 GC genotipi 0.6 kat yiiksek bulunmustur. Caligmada ayrica,
TRAIL ve TRAIL-DR4 genotip kombinasyonlarinin mesane kanseri gelisimi tizerindeki
etkileri incelenmistir. TRAIL 1595 CC (%32) ve DR4 626 CG (%27) allelleri tiim
gruplarda en sik goézlenen alleller olarak bulunmustur. Hasta grubunda TRAILCT-
DRAGG alleleri, kontrol grubundan 2.2 kat yuksek bulunmustur (174). Calismamizda,
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hasta grubu CC genotip frekans siklig1 %60 olarak bulundu. ileri evre tiimérlerde CC
genotip frekans siklig1 %58,7, CT genotip frekans sikligi ise %38,6 olarak bulundu. Hasta
ve kontrol gruplar1 genotip frekans sikliklar arasinda “anlamli fark bulunamadi’’. TRAIL
DR4 C626G polimorfizmi incelemesinde ise, ileri evre timorli olgularda GG ve GC
genotip frekans sikliklari esit (%39,1) bulundu. Lenf tutulumu olanlarda GG genotip
frekans sikligr %42,2, uzak metastazi olanlarda ise %61,5 olarak bulundu. Hasta ve

kontrol gruplar1 arasinda genotip frekans sikliklari agisindan anlamli fark bulunamadi.

Frank ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, meme kanseri riski ile DR4 C626G
polimorfizmi arasinda iliski bulamamislardir. Bununla beraber baska bir ¢aligmalarinda
kronik hepatitli hastalarda hepatoseliiler karsinom riski ile DR4 626C alleli arasinda
iliski saptamislardir. Bagka bir ¢alismalarinda ise TRAIL DR4 CG genotipinin azalmis

kolorektal kanser riski ile iligkili oldugunu gostermislerdir (175).

Hazra ve arkadaslar yaptiklar1 calismada, hafif sigara igen DR4 626GG genotipi

saptanmis gen¢ kadinlarda mesane kanseri riskinde azalma gdstermiglerdir (176).

Fisher ve arkadaslar1 ¢alismalarinda, DR4 C626G polimorfizmini akciger, bas-
boyun timora riski ile iliskili bulmuslardir. Mesane kanserine karsi ise koruyucu 6zellikte

oldugunu gostermislerdir (177).

Fernandez ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, DR4 626G alleli varliginin mantle

hicreli lenfoma riskine karst koruyucu oldugunu gostermislerdir (178).

Erbasoglu ve arkadaslarinin 158 kiiclik hiicreli dis1 akciger kanserli (NSCLC)
hasta ile kontrol grubu 100 katilimcida yaptiklar: calismada, TRAIL molekdiler yolaginin
NSCLC patogenezindeki ve prognozundaki roliinii incelemislerdir. Bu amagla TRAIL
genotipleri, allel frekanslar1 dagilimlart ve TRAIL gen ekspresyonu diizeylerini
saptayarak bu degiskenler ile tiimoriin histopatolojik Ozellikleri arasinda iliskiyi
arastirmislardir. Gruplar arasinda TRAIL C1595T heterozigot ve homozigot genotip
frekanslar1 arasinda istatistiksel anlamli fark bulamamusglardir. Kuguk hiicreli dis1 akciger
kanserli hastalarda yapilan bir caligmada hasta grubunda TRAIL C1595T CT+TT mutant
genotipi frekansini daha diisiik bulunmustur. T mutant allel frekansinin hasta grubunda
daha yiiksek oldugunu saptanmigtir. Calisma sonuglarina goére T allelinin kanser

yatkiligz ile iligkili oldugu bildirilmistir. Mide adenokarsinomlu hastalarda yapilan diger
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bir calismada ise T alleli tasiyicigi ile ileri evre karsinom arasinda iliski oldugu

gosterilmistir (179).

Yildiz ve arkadaslarinin meme kanserli hastalarda yapilan baska bir
calismalarinda, TRAIL C1595T CT genotipi frekansini ileri evre tumorli hastalarda daha
diisiik olarak bulmuslardir. TRAIL 1595 CC genotipinin meme kanseri riskini arttirdigini
gostermislerdir (180).

Piras-Straub ve arkadaslarmin hepatoseliiler kanserli hastalarda yaptiklari
caligmada, hastalarin %66’sinda timor dokusundaki TRAIL mRNA ekspresyonunu ¢evre
saglikli dokudan daha diisiik olarak saptamislardir. Ayrica TRAIL expresyonunun yiksek
derece ve ileri evre kanser ile iligkili oldugunu gostermislerdir. Calisma sonucu olarak
TRAIL’in hepatoseliiler karsinom gelisiminde ve rekiirrens ve sagkalimda 6nemli bir
faktor oldugu belirtilmistir. Daha genis hasta serisinde TRAIL polimorfizmi ve dokudaki
ekspresyon seviyeleri arasindaki iligkinin gosterilmesinin gerekli oldugu bildirilmistir
(181).

Tasdemir Korkmaz ve arkadaglarinin akciger kanserli hastalarda yaptiklari
calismada, TRAIL-DR4’iin sisteince zengin ekstraseliller domain, 6liim domaini ve
ektodomaininde missense degisim saptamislardir. Calismada literatlirde mevcut olan tiim
“TRAIL-DR4 gen polimorfizmleri’” (G422A, C626G, A683C, A1322G) tiim gruplarda
incelenmistir. Calismamizda da analiz edilen TRAIL DR4 C626G CG ve GG genotip

frekanslarinin gruplar arasinda anlamli farklilik gostermedigi tespit edilmistir (182).

Chen ve arkadaglarinin yaptig1 farkli kanser tiirlerinden 2874 olgu ve 3220
kontrolli kapsayan meta-analiz ¢alismasinda, TRAIL DR4 C626G polimorfizminin
kanser gelisimi agisindan risk faktori oldugu gosterilmistir. Ayni galismada TRAIL DR4
Al1322G AG ve GG varyant genotipleri, incelenen tim kanser tirlerinde istatistiksel

olarak anlamli diizeyde artmis olarak bulunmustur (183).

Horak ve arkadaslarinin 97 epitelyal over timorli hastada yaptiklari ¢alismada, 3
farklt TRAIL DR4 polimorfizmini (G422A, C626G, A1322G) analiz etmislerdir. Yas,
etnisite agisindan benzer olan hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli fark

bulamamiglardir (184).

Dick ve arkadaslar1 557 BRCA1+ ve 283 BRCA2+ meme kanserli olguda

yaptiklar1 ¢galismada, C626G polimorfizmi ile meme kanseri riski arasinda bir iliski
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bulamamislardir. Oysa Elubina ve arkadaglar1 ve Frank ve arkadaslar1 calismalarinda bu
bulgularin aksi yonde sonuglar elde ederek homozigot 683C alleli tasiyan BRCA2+

olgularda meme kanseri riskinin daha az oldugunu saptamiglardir (185).

Ulybina ve arkadaslari, ve Martinez-Ferrandis ve arkadaslari da Dick ve
arkadaslarinin ¢alismasina benzer sekilde TRAIL-DR4 C626G polimorfizmi ile meme

kanseri gelisme riski arasinda anlamli bir iligki saptayamamislardir (186).

Rai ve arkadaglar1 400 mesane kanserli hastada yaptiklar1 olgu-kontrol
calismasinda TRAIL-DR4 C626G polimorfizmi ile “kanser gelisimi riski’’arasinda iliski
bulamamiglardir (187).

Mittal ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda DR4 A683C polimorfizmi ile ile mesane

kanseri riski arasinda anlamli iligki tespit etmislerdir (188).

Rehman ve arkadaslarinin 363 meme kanserli hasta ve benzer yaslarda 193
kontrol grubunda yaptiklari1 ¢aligmada gruplar arasinda TRAIL 1595 CC homozigot
varyant sikligi agisindan fark bulmamislardir. TT genotipi ise meme kanserli grupta daha

yuksek bulunmus olup, kanser gelisimi agisindan risk faktori olarak gosterilmistir (189).

Wang ve arkadaslari, Cin toplumunda mide kanserli 304 hastada TRAIL 1525
(G1525A ve C1595T) polimorfizmleri ile mide kanseri klinik parametreleri arasindaki
iliskiyi incelemislerdir. Mide kanserli olgularda TRAIL A, T alleli tasiyiciligini sagliklt
kontrol grubundan anlamli diisiikk bulmuslardir. Bu bulgular, TRAIL 1525A ve TRAIL
1595T alleli tasiyiciligmmin - mide kanserine karst  koruyucu olabilecegini
diistindlirmektedir. Calismada kotii diferansiye olgularda her iki allel tasiligmin da
anlamli diisiik oldugu saptanmistir. TRAIL 1525A ve 1595T allelerinin hiicre
diferansiyasyonu ve tumor derecesi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Calismamizda timoér

evreleri ile genotip dagilimlari ve allel frekanslari arasinda iligki bulunmamaistir (190)

Kuraoka ve arkadaglar1 Japon toplumunda mide kanserli 270 hastada yaptiklari
caligmada TRAIL-DR4 C626G gen polimorfizmi ile mide kanseri iliskisini
arastirmiglardir. Hasta grubunda TRAIL-DR4 C626G CC, CG, GG genotip dagilimlarimi
sirastyla %92, %21, %6 olarak bulmuslardir. Homozigot GG ve heterozigot CG
genotipleri CC genotipi ile karsilagtirildiginda hastalik riski agisindan anlamli fark
bulunamamistir. Olgularin genotip dagilimlarma gore klinik parametreleri arasinda

anlamli fark bulunamamistir. Bu ¢alismaya benzer olarak ¢alismamizda, hasta grubunda
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anlamli olmamakla birlikte CC genotip dagilimi en yiiksek olarak bulunmustur. Ayrica
genotip dagilimlart ile klinik karakteristikler arasinda anlamli iliski bulunamamaistir

(191).

Verim ve arkadaslar1 ¢calismalarinda 99 larinks kanserli hastada TRAIL C1595T ve
C626G gen polimorfizmleri ile serum TRAIL diizeylerini incelemislerdir. Hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda TRAIL 1595 C/T genotip ve allel frekanslar1 agisindan anlamli
fark bulamamiglardir. Bununla birlikte gruplar TRAIL-DR4 C626G genotip ve allel
frekanslar1 agisindan incelendiginde, CC homozigot wild tip genotip larinks kanserli
hastalarda 3,73 kat olarak anlaml1 yiiksek bulunmustur. CG genotipinde hastalik riski i
ise diger genotiplere gore 0,72 kat diisiik bulunmustur. TRAIL, TRAIL-DR4 genotipleri
ile tiimor karakteristikleri ve klinik parametreler arasinda anlamli bir iligki tespit
edilememistir. Larinks kanserli olgular ile saglikli kontrol grubu serum TRAIL
diizeyleri arasinda anlamli fark bulunamamaistir. Benzer sekilde calismamizda, TRAIL,
TRAIL-DR4 genotip dagilimlar1 ve sSTRAIL diizeyleri arasinda hasta ve kontrol grubu

arasinda anlamli fark bulunamamstir (192).

Chen ve arkadaslar1 Kafkas irkinda C626G, A683C ve al322G gen polimorfizmleri
ile kanser riski arasindaki iliskiyi inceleyen ¢aligmalardan derledikleri meta-
analizde, A683C CC ve AC genotiplerinde ve C626G CC genotipi varliginda kanser
riskinin yiiksek oldugunu bulunmustur. A1322G genotipi farkli genetik modelleri ile

kanser riski artig1 arasinda bir iliski bulunamamaistir (193).

Yaylim ve arkadaslar1 kolorektal kanserli hastalarda yaptiklar1 calismada, saglikli ve
hasta grup TRAIL C1595T genotipleri arasinda anlamli1 fark bulunmamakla birlikte,
homozigot CC+TT genotip frekanslari ile ileri evre kanser arasinda iligki saptanmastir.
T3-T4 ileri ever kanserli olgularda CC genotipi 1,75 kat yiiksek bulunmustur. Ileri evre
timorlii olgularda homozigot genotip varligi CT genotipine kiyasla 1,85 kat yiiksek
bulunmustur. Genotipler ile prognostic parametreler arasinda anlamlr iligki
bulunamamuistir. Calismamizda da bu bulgulara benzer olarak TRAIL 1595 genotipleri
ile klinik parametreler arasinda bir iliski bulunamadi. Ayn1 ¢aligmada, tiim genotip
gruplarinda sTRAIL diizeyleri ¢alisilmis olup, en diisiikk sSTRAIL diizeyleri CT
genotipinde saptanmistir. CT genotipi ayn1 zamanda kotii prognostik kriterlerle
birliktelik gostermektedir. Bulgular birlikte degerlendirildiginde, sTRAIL diizeyi diisiik
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CT genotipe sahip olgularda apoptotik siireglerde yetersizlik oldugunu
distindirmektedir (194).

Bu ¢aligmada TRAIL ve TRAIL-DR4 gen polimorfizmlerine ek olarak serum TRAIL
diizeyleri arastirilmistir. Literatlirde ¢esitli kanser tiirlerinde sTRAIL diizeylerini

inceleyen ¢aligmalar mevcuttur.

Kargi ve arkadaglarin 18 adenokarsinomlu, 22 skuamdz hiicreli evre IV akciger
kanserli olgularda yaptiklar1 calismada hasta grupta sSTRAIL diizeyleri kontrol
grubundan daha yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte STRAIL diizeyleri ile sagkalim
arasinda iliski bulunmamistir. Adenokarsinom olgularinda sTRAIL diizeyleri ile yas ve

sigara Oykiisii arasinda iliski saptanmistir (195).

Bisgin ve arkadaglari, kolon kanserli olgularda bevazizumab tedavisine yanit ile
STRAIL diizeyleri arasindaki iligkiy1 incelemislerdir. Tedaviye yanit veren olgularda
sTRAIL diizeyleri anlaml1 yliksek bulunmustur. Gruplarin TRAIL diizeyleri arasindaki
bu farklilik, kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyen bevazizumab tedavi etkinliginin
bir sonucu olarak degerlendirilmistir. Buna gére TRAIL diizeyleri sagkalim

ongordiiriicli bir biyomarker olabilecegi belirtilmistir (196).

Yapilan caligmalarin sonuglar1 degiskenlik gostermektedir. TRAIL sinyal yolagi
aktivitesi her dokuda farklidir. Buna ek olarak dislama ve dahil etme kriterlerindeki klinik
varyasyonlar, etnik, demografik, ¢evresel ve kalitimsal predispozan faktorlerin varligi,
calisma sonuglarindaki tutarsizliklar1 agiklamaktadir. Bu nedenle bu faktorlerin
etkilerinin arastirmaya dahil edildigi genis capl hasta serilerinde yapilacak ¢aligmalara

ihtiyag vardr.

TRAIL ve reseptorleri normal mide mukoza membraninda, mide epitelinde eksprese
edilmektedir. TRAIL gen polimorfizmlerinin saglikli ve kanserli dokudaki TRAIL
MRNA ekspresyonu veya TRAIL protein diizeyindeki etkisi heniliz aydinlantilamamistir.
Buna ek olarak, atrofik gastrit, intestinal metaplazi ve displazi gibi prekansertz
durumlarin varliginda dokuda TRAIL polimorfizmi ve TRAIL mRNA ekspresyon
seviyelerinin, doku/serum sTRAIL diizeylerinin arastirilmasi, prognoz takibinde

kullanilacak biyomarker arastirmalarina katki saglayacaktir.
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